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Resumo 
 
A cana-de-açúcar é uma fonte renovável de energia e com potencial para expansão. A 
complexidade genética da cana-de-açúcar decorrente de seu alto nível de ploidia e 
aneuploidia, aliada à natureza quantitativa da maioria dos caracteres agronômicos tem 
dificultado, atualmente, a obtenção de elevados índices de ganho genético através do 
melhoramento convencional. O desenvolvimento de marcadores moleculares e a construção 
de mapas genéticos podem auxiliar na elaboração de estratégias a serem introduzidas nos 
programas de melhoramento de forma a aumentar a eficiência dos processos de seleção e 
acelerar o desenvolvimento de novas cultivares. Desta forma, a proposta desta tese foi a 
construção de um mapa genético em cana-de-açúcar visando a identificação de regiões 
genômicas que controlam características de interesse através do mapeamento de QTL 
(Quantitative Trait Loci). Uma população de cana-de-açúcar com 153 indivíduos oriundos do 
cruzamento comercial bi-parental entre as cultivares SP80-3280 e RB835486 foi utilizada 
para alcançar os objetivos citados. O experimento de campo foi instalado em duas localidades, 
Araras-SP e Ipaussu-SP, usando o delineamento de blocos aumentados incompletos com 3 
repetições. As avaliações fenotípicas foram realizadas ao longo de três anos (2011, 2012 e 
2013). Empregou-se a abordagem de modelos mistos para análise das características 
fenotípicas relacionadas com componentes de produção e resistência à ferrugem marrom. Os 
dados de severidade à ferrugem marrom foram analisados, como uma primeira abordagem, 
via modelo misto linear generalizado. As estimativas de herdabilidade das características 
fenotípicas foram altas, variando de 0.78 (altura de colmos) a 0.92 (diâmetro de colmos), e a 
análise de severidade à ferrugem marrom mostrou que 66% dos clones possuem, no mínimo, 
90% de probabilidade de serem resistentes à doença. Para construção do mapa genético 
integrado foram utilizados marcadores moleculares do tipo microssatélites (Simple Sequence 
Repeats, SSR), TRAP (Target Target Region Amplification Polymorphism), além de SNPs 
(Single Nucleotide Polymorphims) e indels (inserções e deleções) oriundos da técnica de GBS 
(Genotyping-by-Sequencing). Para descoberta de marcadores baseados em GBS foram 
utilizadas quatro pseudo-referências: genoma de sorgo (Sorghum bicolor), genoma metil-
filtrado da cana-de-açúcar, transcriptoma da cana-de-açúcar (RNAseq) e sequências do 
projeto SUCEST. A ploidia e dosagem de cada loco bi-alélico foi estimada através do 
software SUPERMASSA. Utilizando o software Onemap (v. 2.0-4) e empregando-se 𝐿𝑂𝐷 > 
9.0 e fração de recombinação < 0.10 foram mapeados 993 marcadores em dose única. Estes 
foram agrupados em 223 grupos de ligação e 18 grupos de homo(eo)logia. A extensão total do 
mapa foi 3,682.04 cM e a densidade de marcadores foi de 3.70 cM. Utilizando mapeamento 
por intervalo composto (Composite Interval Mapping, CIM) foram mapeados sete QTLs 
considerando quatro das 11 características fenotípicas avaliadas. Os resultados sugerem a 
presença de um QTL estável entre locais para conteúdo de sólidos solúveis (BRIX) e para teor 
de sacarose (POL%C). Além disso, QTLs para BRIX e teor de fibra (FIB) tiveram 
marcadores associados com genes candidatos com grande potencial de validação e 
consequente uso no melhoramento molecular de cana-de-açúcar. Este estudo é o primeiro a 
reportar o uso de GBS para descoberta de variantes em larga escala e genotipagem de uma 
população de cana-de-açúcar com posterior análise de mapeamento por intervalo composto. 
 
Palavras-chave: Saccharum spp., marcadores moleculares, GBS, mapa genético, seleção 
assistida por marcador 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
 
Sugarcane is a renewable source of energy and with potential for expansion. The genetic 
complexity of sugarcane due to its high level of ploidy and aneuploidy, together with the 
quantitative nature of most agronomic traits, has hindered currently the achievement of high 
rates of genetic gain through conventional breeding of this crop. The development of 
molecular markers and construction of genetic maps can be helpful to establish strategies in 
breeding programs and increase the efficiency of the selection process and accelerate the 
development of new cultivars. Therefore, the purpose of this thesis was to construct an 
integrated genetic map in sugarcane and identify genomic regions that control traits of interest 
by QTL mapping (Quantitative Trait Loci). To achieve these goals we used an F1 segregating 
population of sugarcane with 153 individuals from bi-parental commercial cross between 
cultivars SP80-3280 and RB835486. The field trial was carried out in two locations, Araras-
SP and Ipaussu-SP, and the experimental design consisted of an augmented randomized 
incomplete block, which was fully replicated three times. The phenotypic evaluations were 
performed over three years (2011, 2012 and 2013). We applied a mixed model approach for 
the analysis of phenotypic traits related to yield components and resistance to brown rust. The 
severity data of brown rust was analyzed by generalized linear mixed model. Heritability 
estimates were high, ranging from 0.78 (stalk height) to 0.92 (stalk diameter), and the brown 
rust severity analysis showed that 66% of the clones have at least 90% probability of being 
resistant to disease. To construct an integrated genetic map were used molecular markers 
microsatellites (Simple Sequence Repeats, SSR), TRAP (Target Target Region Amplification 
Polymorphism), as well as SNPs (Single Nucleotide Polymorphims) and indels derived from 
the GBS protocol (Genotyping-by-Sequencing). To GBS-based markers discovery were used 
four pseudo-references: sorghum genome (Sorghum bicolor), methyl-filtered genome of 
sugarcane, transcriptome of sugarcane (RNAseq) and sequences of SUCEST project. The 
ploidy and allelic dosage of each bi-allelic locus was estimated by SUPERMASSA software. 
Using Onemap software (v. 2.0-4) and employing LOD> 9.0 and recombination fraction 
<0.10, a total of 993 markers in single dose were mapped. These markers were distributed 
throughout 223 linkage groups, which were clustered in 18 homo(eo)logous groups. The total 
length of the map was 3,682.04 cM with an average marker density of 3.70 cM. Using 
composite interval mapping (Composite Interval Mapping, CIM) were mapped seven QTLs 
considering four of the 11 phenotypic traits evaluated. The results suggest the presence of a 
stable QTL across locations to soluble solid content (BRIX) and sucrose content of the cane 
(POL%C). Furthermore, QTLs to BRIX and fiber content (FIB) traits had associated markers 
with candidate genes, which had great potential for validation and future use for molecular 
breeding in sugarcane. This study is the first to report the use of GBS for large-scale variant 
discovery and genotyping of a population in sugarcane with posterior analysis to composite 
interval mapping. 
 
Keywords: Saccharum spp., molecular markers, GBS, genetic map, QTL, marker-assited 
selection 
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Organização da tese 
 
A cana-de-açúcar tem grande importância visto que movimenta diversos setores 
da economia brasileira e mundial com a produção principalmente de açúcar, bioetanol e 
energia elétrica a partir do bagaço. Somente no Brasil, a movimentação financeira do setor 
sucroenergético pode ultrapassar 22 bilhões de dólares por safra. A cana-de-açúcar moderna é 
predominantemente autopoliploide e possui o genoma mais complexo que qualquer outra 
cultura melhorada apresentando variável nível de ploidia e frequente aneuploida. Desta forma, 
o objetivo dessa tese foi contribuir para uma maior compreensão da estrutura genética da 
cana-de-açúcar através da construção de um mapa genético e do mapeamento de QTL 
(Quantitative Trait Loci) de características de importância econômica. Uma população 
originada de um cruzamento comercial bi-parental, realizado pelo Programa de Melhoramento 
Genético da Cana-de-Açúcar (PMGCA) da Universidade Federal de São Carlos (UFSCar), foi 
utilizada para esta finalidade. Os resultados obtidos nesta pesquisa estão apresentados em dois 
capítulos no formato de artigos. O primeiro artigo, com título “Mixed Modeling of Yield 
Components and Brown Rust Resistance in Sugarcane Families” foi publicado no periódico 
Agronomy Journal (108:1–14 (2016) / doi:10.2134/agronj2015.0430). Já o segundo artigo, com título 
“GBS-based single dosage markers for linkage and QTL mapping allow gene mining for 
yield-related traits in sugarcane” foi aceito (10/10/2016) no periódico BMC Genomics. 
O Capítulo 1 descreve as avaliações fenotípicas de 11 características de importância 
econômica em duas famílias de cana-de-açúcar. As análises dos dados obtidos para estimativa dos 
parâmetros genéticos foram realizadas através da abordagem de modelos mistos. Neste capítulo são 
apresentados resultados para duas famílias nomeadas de SR1 e SR2. A primeira família possui 153 
indivíduos oriundos do cruzamento bi-parental entre as cultivares SP80-3280 e RB835486, cujos 
resultados fazem parte do meu projeto de doutorado. Já a segunda família possui 240 indivíduos 
oriundos do cruzamento bi-parental entre as cultivares SP81-3250 e RB925345, cujos resultados 
fazem parte do doutorado, já defendido, pela Dra. Melina Cristina Mancini, integrante do mesmo 
grupo de pesquisa. Os experimentos de campo foram conduzidos em duas localidades, Araras-SP e 
Ipaussu-SP, e com três repetições. As avaliações fenotípicas foram realizadas ao longo de três anos 
(2011, 2012 e 2013) para as seguintes características: número de perfilhos (stalk number, SN), 
altura de colmos (stalk height, SH, em cm), diâmetro de colmos (stalk diameter, SD, em mm), 
peso de colmos da parcela (stalk weight, SW, em Kg), produção estimada em toneladas de 
cana por hectare (cane yield, TCH), teor de sólidos solúveis (soluble solid content, BRIX, em 
ºBrix), teor de fibra da cana (fiber content, FIB, em porcentagem), teor de sacarose de caldo 
 
 
(sucrose content of juice, POL%J, em porcentagem), teor de sacarose da cana (sucrose 
content of cane, POL%C, em porcentagem), rendimento estimado em toneladas de sacarose 
por hectare (sucrose yield, TPH) e resistência à ferrugem marrom que foi analisada via 
modelo misto linear generalizado. Avaliando a família SR1, as estimativas de herdabilidade 
foram altas, variando de 0.78 (SH) a 0.92 (SD), e a análise de severidade à ferrugem marrom 
mostrou que 66% dos clones possuem, no mínimo, 90% de probabilidade de serem resistentes 
a essa doença. Em geral, as estimativas dos parâmetros genéticos obtidos através de modelos 
mistos refletiram resultados próximos aos já relatados para cultura, no entanto, houve uma 
melhora na interpretação dos resultados. Isto porque tais parâmetros genéticos foram obtidos a 
partir das estruturas mais prováveis de variâncias e covariâncias genéticas para as matrizes de 
locais e colheitas avaliadas para cada característica. De forma geral, estruturas que 
consideram heterogeneidade de variâncias e presença de correlações genéticas foram 
selecionadas, diferindo-se dos modelos de análise tradicionais.  
O Capítulo 2 apresenta a construção de um mapa genético em cana-de-açúcar com 
marcadores microssatélites (Simple Sequence Repeats, SSR), TRAP (Target Target Region 
Amplification Polymorphism), e SNPs (Single Nucleotide Polymorphims) e indels (inserções e 
deleções) oriundos da técnica de GBS (Genotyping-by-Sequencing), além do mapeamento de 
QTLs através do modelo CIM (Composite Interval Mapping) para quatro das 11 
características fenotípicas que foram apresentadas no Capítulo 1. Para descoberta de SNPs e 
indels foram utilizadas quatro pseudo-referências: genoma de sorgo (Sorghum bicolor), 
genoma metil-filtrado da cana-de-açúcar, transcriptoma da cana-de-açúcar (RNAseq) e 
sequências do projeto SUCEST. A ploidia e dosagem de cada loco SNP foi estimada através 
do software SUPERMASSA (Serang et al., 2012). O mapa genético foi construído utilizando o 
software Onemap (v. 2.0-4) (Margarido et al., 2007) e empregando LOD > 9.0 e fração de 
recombinação < 0.10. Do total de 7,678 marcadores em dose única considerados para a 
análise de ligação, 993 foram mapeados, incluindo marcadores com segregação 1:1, 1:2:1 e 
3:1. Os marcadores mapeados formaram 223 grupos de ligação e 18 grupos de homo(eo)logia 
com cobertura total de 3,682.04 cM. A densidade média de marcadores foi de 3.70 cM. A 
análise de mapeamento resultou em sete QTLs detectados, sendo três para BRIX, dois para 
POL%C, um para SD e um para FIB. Os resultados sugerem a presença de um QTL comum e 
estável entre locais para BRIX e POL%C. Além disso, QTLs para BRIX e FIB tiveram 
marcadores associados com genes candidatos com grande potencial de validação e 
consequente uso no melhoramento molecular de cana-de-açúcar. 
 
 
Um estudo paralelo foi realizado utilizando o sequenciamento de nova geração (Next 
Generation Sequencing, NGS) em equipamento da Illumina para obtenção do transcriptoma de 
seis cultivares de cana-de-açúcar, que deram origens a três populações distintas de 
mapeamento genético (IACSP96-3046 e IACSP95-3018, SP81-3250 e RB925345, e SP80-
3280 e RB835486). Deste trabalho resultou o artigo científico “De Novo Assembly and 
Transcriptome Analysis of Contrasting Sugarcane Varieties” (Anexo I) publicado no 
periódico PLoS ONE (doi: 10.1371/journal.pone.0088462). Com este estudo foi possível obter 
genes únicos para a cana-de-açúcar e identificar um grande número de marcadores 
moleculares (SSR e SNPs). Até a data de finalização desta tese, o artigo já possuía 21 citações 
(Google Scholar), demonstrando a relevância do estudo tanto pela metodologia utilizada 
quanto pelos resultados obtidos.  
Também como estudo paralelo, três novas cultivares de cana-de-açúcar liberadas 
comercialmente pelo PMGCA da UFSCar, integrante da RIDESA (Rede Interuniversitária 
para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético), foram caracterizadas quanto à época de 
maturação, produtividade e fingerprinting com marcadores SSR. Duas destas, RB965902 e 
RB965917, estão descritas no artigo “RB965902 and RB965917 - Early/medium maturing 
sugarcane varieties”, enquanto que a terceira cultivar, RB975952, está descrita no artigo 
“RB975952 - Early maturing sugarcane cultivar”. Ambos os artigos foram publicados no 
periódico Crop Breeding and Applied Biotechnology em 2011 e 2014, respectivamente 
(Anexo II). Outras duas cultivares liberadas comercialmente em 2015, RB975242 e 
RB975201, também foram caracterizadas e o manuscrito intitulado “RB975242 and 
RB975201 - Late maturation sugarcane varieties” foi aceito para publicação no periódico 
Crop Breeding and Applied Biotechnology. De acordo com o censo varietal de 2016, 
realizado pelo PMGCA da UFSCar, levando em consideração 124 unidades produtoras de São 
Paulo e Mato Grosso do Sul, dois dos Estados produtores de cana-de-açúcar do país, as 
cultivares RB975201 e RB965902 ocupam a oitava e décima colocação, respectivamente, 
dentre as mais plantadas.  
Esta tese conta ainda com um tópico de resultados complementares, uma 
discussão geral, um resumo dos resultados obtidos e uma conclusão geral. O estudo genético 
da cana-de-açúcar é um constante desafio visto que ainda caminhamos para encontrar as 
melhores metodologias de obtenção e de análises de dados genômicos. A complexidade do 
genoma da cana não é maior que o entusiasmo por novas descobertas e, através da aplicação 
de técnicas da biologia molecular e da bioinformática, é razoável pensar que maiores índices 
de produtividade poderão ser obtidos, como já ocorre para outras culturas, como milho e soja.  
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Introdução 
 
Uma visão geral sobre a cultura da cana-de-açúcar e os marcadores moleculares 
 
A matriz energética do Brasil é composta por 43,5% de fontes renováveis, sendo 
os produtos derivados da cana-de-açúcar responsáveis por aproximadamente 42% deste total 
(EPE, 2015). Além disso, o Brasil é o maior produtor de cana-de-açúcar do mundo, com 737 
milhões de toneladas de cana colhidas em 2014 em aproximadamente nove milhões de 
hectares (FAOSTAT, 2014; CONAB, 2016).  
O interesse econômico na cultura da cana-de-açúcar tem aumentado nos últimos 
anos devido à alta demanda mundial por energia sustentável (Cheavegatti-Gianotto et al., 
2011). Como consequência do seu potencial energético, a cana-de-açúcar vem se expandindo 
principalmente em ambientes tropicais e subtropicais (Singh et al., 2010; Aitken et al., 2014). 
Além do açúcar e do etanol, a agroindústria da cana-de-açúcar apresenta grandes 
possibilidades de diversificação de seus produtos, seja caminhando em direção às 
biorrefinarias, complexos produtivos capazes de fornecer bioenergia e fabricar biomateriais 
diversos (como exemplo a produção de plásticos biodegradáveis a partir do bagaço da cana-
de-açúcar), seja reforçando a base de unidades mais antigas com adoção de novas tecnologias 
para co-geração de energia elétrica ou reaproveitamento de leveduras, que foram utilizadas no 
processo fermentativo, para extração de proteínas de alto valor comercial. Em adição, o 
próprio aumento da utilização da bioenergia e do etanol como biocombustível gera a 
necessidade de aumentar a produtividade e expandir a área de cultivo da cana.  
A produtividade média da cana-de-açúcar no Brasil é de, aproximadamente, 72 
toneladas por hectare, entretanto o potencial de produção teórico é de 380 toneladas por 
hectare (Waclawovsky et al., 2010; CONAB, 2016). A utilização de práticas agrícolas 
adequadas como irrigação, fertilização, controle de pragas e colheita em época de maturação 
máxima pode proporcionar maiores rendimentos e beneficiar toda a cadeia bioenergética da 
cana-de-açúcar. Além disso, o melhoramento pode obter ganhos genéticos que irão impactar 
diretamente sobre a produtividade. Entre as características agronômicas de interesse 
comercial, que são alvo do melhoramento genético, encontramos teor de sacarose, produção 
em toneladas de cana por hectare, quantidade e qualidade de fibra, resistência a doenças e 
tolerância à seca. 
Os programas de melhoramento genético da cana-de-açúcar objetivam o aumento 
da produção e da produtividade da cana através da seleção de genótipos superiores com base 
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em populações segregantes obtidas a partir do cruzamento entre certas cultivares, em um 
trabalho de longa duração. Recentemente, foram observados menores aumentos na produção 
de açúcar, cerca de 1 a 1,5% ao ano (Dal-Bianco et al., 2012; CONAB, 2016). Nesse 
contexto, o desenvolvimento e lançamento de novas cultivares com características 
agronômicas que atendam às demandas atuais e as perspectivas do setor sucroenergético se 
deparam com características genéticas complexas e genuínas da cana-de-açúcar. Pertencente à 
família das gramíneas (Poaceae), tribo Andropogoneae, a cana-de-açúcar faz parte de um 
complexo de espécies poliplóides do gênero Saccharum, no qual ocorrem seis espécies: S. 
officinarum L. (2n = 80), S. robustum J. (2n = 60-205), S. barberi J. (2n = 81-124), S. sinense 
R. (2n = 111-120), S. spontaneum L. (2n = 40-128) e S. edule H. (2n = 60-80) (Daniels & 
Roach,1987). O elevado nível de ploidia (2n = 100-130), a ocorrência de aneuploidia e a 
complexidade citogenética dos híbridos modernos interespecíficos (Figura 1) (D’ Hont et al., 
1996; D’Hont et al., 1998; D’Hont & Glaszmann, 2001; D’Hont, 2005; Piperidis et al., 2010), 
obtidos principalmente pelo cruzamento entre S. officinarum L. (2n = 80), rico em teor de 
açúcar, e S. spontaneum L. (2n = 40-128), altamente tolerante a estresses bióticos, aliado ao 
tempo gasto com o desenvolvimento de novas cultivares (de 10 a 15 anos), são barreiras que 
devem ser consideradas para obtermos maiores ganhos genéticos em cana-de-açúcar. 
Portanto, para atender os anseios de aumento da produtividade é necessário aprimorar as 
técnicas do melhoramento genético.  
O desenvolvimento de cultivares superiores pelo melhoramento convencional 
poderá ser mais eficiente se puder ser assistido por marcadores moleculares, os quais 
possibilitam a identificação de regiões genômicas que controlam características de interesse 
comercial e fornecem estimativas mais confiáveis de diversidade genética por serem 
independentes de efeitos ambientais. Este conhecimento é extremamente importante para a 
orientação dos cruzamentos nos programas de melhoramento genético, já que a escolha 
eficiente dos genitores é um passo fundamental para obtenção de cultivares mais produtivas. 
Diversos tipos de marcadores moleculares estão disponíveis para análise do 
genoma de cana-de-açúcar, dentre eles, temos os marcadores TRAP (Target Target Region 
Amplification Polymorphism), observados através da amplificação de região flanqueada por 
um primer arbitrário e outro fixo em região gênica, e os marcadores microssatélites (Simple 
Sequence Repeats, SSR), observados através da amplificação de regiões com repetições em 
tandem de pequenas sequências de nucleotídeos. Tais marcadores têm sido utilizados para 
estudos básicos de genética em cana-de-açúcar e no processo de melhoramento, incluindo 
caracterização molecular de germoplasma, identificação varietal, avaliação do grau de 
18 
 
 
parentesco e mapeamento genético (Cordeiro et al., 2003; McIntyre et al., 2005; Garcia et al., 
2006; Pinto et al., 2004, 2006; Alwala et al., 2006; Raboin et al., 2006; Creste et al., 2010; 
Palhares et al., 2012; Pastina et al., 2012).  
 
 
 
Figura 1 - Organização cromossômica, adaptado de D’Hont, (2005), do híbrido moderno 
interespecífico R570. Esta cultivar possui 2n = 115 e tamanho total do genoma de 
aproximadamente 10 gigabases (Gb). Cerca de 80% dos cromossomos de R570 foram 
originados da espécie Saccharum officinarum (barras vermelhas), cerca de 10% foram 
originados da espécie S. spontaneum (barras azuis) e cerca de 10% foram recombinantes 
(barras vermelhas e azuis). As bolinhas de cores amarelas e verdes representam alelos ‘a’ e 
‘b’, respectivamente, em um loco dodecaploide tomado ao acaso. Este loco está inserido em 
um dos 10 conjuntos cromossômicos representados; baseados nos cromossomos oriundos de 
S. officinarum. O nível de ploidia dentro de cada conjunto cromossômico é variável. De todas 
as configurações possíveis de segregação, apenas segregações em doses únicas (1:1, originada 
a partir do cruzamento entre simplex e nuliplex; e 3:1 ou 1:2:1, originada a partir do 
cruzamento entre simplex e simplex) são aproveitadas atualmente para estudos de 
mapeamento genético em cana-de-açúcar. 
 
Com base em informações de projeto de transcriptoma, diversos trabalhos 
identificaram a presença de locos SSR derivados de sequências expressas (Vettore et al., 
2003; Oliveira et al., 2009; Marconi et al., 2011; Cardoso-Silva et al., 2014), revelando a 
importância destes marcadores nas investigações genéticas a nível funcional do genoma de 
cana (Pinto et al., 2006; Oliveira et al., 2007). Recentemente, a genotipagem com os 
marcadores SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), observados através da alteração de um 
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único nucleotídeo na sequência do genoma, pode representar um grande avanço na análise 
genética da cana-de-açúcar por serem encontrados em grande número e por permitirem a 
estimação da dosagem alélica (Henry et al., 2012; Serang et al., 2012; Garcia et al., 2013; 
Costa et al., 2016). As novas abordagens para genotipagem baseadas em sequenciamento de 
nova geração (Next Generation Sequencing, NGS), como o protocolo de genotipagem por 
sequenciamento (Genotyping-by-Sequencing, GBS), permite a detecção de centenas de 
milhares de SNPs, reduzindo custos no estudo da genômica de organismos complexos como a 
cana-de-açúcar (Elshire et al., 2011; Glaubtiz et al., 2014). 
Desta forma, com o emprego de marcadores moleculares, baseado em ferramentas 
da engenharia genética e biologia molecular, e com as novas metodologias de análise de 
dados genômicos, o melhoramento genético convencional da cana-de-açúcar poderá aumentar 
a eficiência de todo o processo de obtenção de cultivares mais produtivas, sustentando um dos 
pilares para a expansão do setor sucroenergético.  
 
Mapeamento de QTLs em cana-de-açúcar  
 
O termo Quantitative Trait Loci, ou QTL, tem sido comumente utilizado para 
denominar regiões cromossômicas que contêm genes (ou locos) que controlam caracteres 
poligênicos, isto é, caracteres quantitativos, com padrão contínuo de variação fenotípica 
(Falconer & Mackay, 1996; Liu, 1998; Lynch & Walsh, 1998). A partir das informações 
fornecidas por marcadores moleculares, é possível mapear locos que controlam tais caracteres 
(Ferreira & Grattapaglia, 1998). Mapear QTLs significa fazer inferências em todo o genoma 
sobre as relações entre o genótipo e o fenótipo de caracteres quantitativos. Essas inferências 
incluem informações sobre número, posição, efeitos, interações dos alelos dos QTLs dentro 
dos locos (dominância) e entre os locos (epistasia), efeitos pleiotrópicos dos QTLs e 
interações entre QTLs e ambientes (Jiang & Zeng, 1995; Zeng, Kao & Basten, 1999; Zeng, 
2001; Malosetti et al., 2004; Malosetti et al., 2008). Para tanto, é necessária uma população 
que apresente variabilidade genética e elevado desequilíbrio de ligação. Além disso, são 
necessárias metodologias genético-estatísticas sofisticadas com forte suporte computacional, 
devido à complexidade das análises tanto fenotípicas como genotípicas (Margarido, 2011). 
Estudos de mapeamento de QTLs são usualmente realizados em duas etapas. Primeiro, as 
médias fenotípicas ajustadas são obtidas; segundo, essas médias são utilizadas para buscar 
associações com marcadores moleculares e/ou ao longo de mapas genéticos.  
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A cana-de-açúcar é uma espécie semi-perene, em que vários cortes são 
conduzidos, de modo que os indivíduos ficam sujeitos a diferentes condições ambientais ao 
longo dos anos, e é importante identificar QTLs que se expressem de forma consistente ao 
longo de cortes e/ou locais ou que se expressem sob condições específicas de um determinado 
ambiente. Em programas de melhoramento genético, é comum a avaliação de diversos 
indivíduos em diferentes ambientes, nos chamados Multi-Environment Trials (METs), bem 
como a avaliação de diversos caracteres simultaneamente, visto que genótipos superiores 
devem concentrar alelos favoráveis para produção, resistência a doenças, pragas e estresses 
abióticos, caracteres agronômicos, entre outros (Welham et al., 2010). Com o intuito de 
analisar estes dados fenotípicos, os modelos mistos exibem vantagens que os tornam 
superiores aos modelos lineares tradicionais. Entre elas, destacam-se: suposições mais 
realistas com relação à estrutura de correlação entre os resíduos, levando-se em consideração 
fontes sistemáticas e aleatórias de erro no campo experimental, facilidade de lidar com dados 
incompletos e desbalanceados e a possibilidade de considerar alguns efeitos como aleatórios 
ao invés de fixos (Smith, Cullis & Thompson, 2005). O uso de modelos mistos também é 
interessante por melhorar a parte experimental da análise, visto que fontes de variação 
adicionais, como o efeito de blocos e de covariáveis são incluídas diretamente na análise, em 
contraste ao simples uso de médias aritméticas como é feito usualmente (Pastina, 2010; 
Margarido, 2011; Pastina et al., 2012). 
Vários métodos para mapear QTLs já foram propostos, dentre eles a análise por 
marcas individuais (Weller, 1986; Lynch & Walsh, 1998; Edwards, Stuber & Wendel, 1987), 
Mapeamento por Intervalo (Interval Mapping, IM) (Lander & Botstein, 1989; Lynch & 
Walsh, 1998), Mapeamento por Intervalo Composto (Composite Interval Mapping, CIM) 
(Zeng, 1993; Zeng, 1994; Jansen & Stam, 1994) e Mapeamento por Múltiplos Intervalos 
(Multiple Interval Mapping, MIM) (Kao & Zeng, 1997; Kao, Zeng & Teasdale, 1999). 
Recentemente, Gazaffi et al. (2014), desenvolveram um modelo para mapear QTLs em 
populações biparentais de irmãos completos (F1 segregante) em espécies que dificilmente 
conseguem obter linhas puras e que sofrem grande depressão por endogamia devido às 
autofecundações, como é o caso da cana-de-açúcar. Nessas populações as fases de ligação 
entre diferentes locos e QTLs não são conhecidas a priori, o que dificulta as análises de 
ligação e o mapeamento de QTLs. Assim o modelo desenvolvido, expandido de Lin et al. 
(2003) para o contexto do CIM (Zeng, 1994; Jiang & Zeng, 1997) também possibilita 
identificar a fase de ligação e a localização do QTL a partir de marcadores com diferentes 
segregações nos genitores. 
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Os primeiros trabalhos de associação entre dados fenotípicos e marcadores 
moleculares em cana-de-açúcar surgiram simultaneamente à publicação dos primeiros mapas 
de ligação e quase sempre envolveram cruzamentos biparentais, interespecíficos ou não. Em 
geral, tais trabalhos de mapeamento genético em cana-de-açúcar resultaram na geração de 
dois mapas, um para cada genitor (pseudo-testcross) (Grattapaglia & Sederoff, 1994), com 
base em marcadores segregando na proporção de 1:1 (Wu et al., 1992). Além disso, diversos 
trabalhos de mapeamento de QTLs foram desenvolvidos para essa espécie através de análises 
de marcas individuais (Sills et al., 1995; Daugrois et al., 1996; Guimarães, Sills & Sobral, 
1997; Asnaghi et al., 2001; Ming et al., 2001, Ming et al., 2002a, 2002b; Hoarau et al., 2002; 
Jordan et al., 2004; Silva & Bressiani, 2005; McIntyre et al., 2005a, 2005b, 2006; Reffay et 
al., 2005; Aitken, Jackson & McIntyre, 2006; Raboin et al., 2006, 2008; Wei et al., 2006; Al-
Janabi et al., 2007; Oliveira et al., 2007; Aitken et al., 2008; Piperidis et al., 2008; Pinto et 
al., 2010). Algumas exceções existem, visto que alguns trabalhos incluíram marcadores com 
segregação 3:1 (Hoarau et al., 2002; McIntyre et al., 2005a, 2005b; Reffay et al., 2005; 
Aitken, Jackson & McIntyre, 2006; Raboin et al., 2006; Al-Janabi et al., 2007; Oliveira et al, 
2007; Aitken et al., 2008; Piperidis et al., 2008; Pastina et al., 2012; Singh et al., 2013; 
Margarido et al., 2015) e 1:2:1 (Costa et al., 2016). Dosagens maiores que 1:1, 3:1 e 1:2:1 não 
são, até o momento, utilizadas em trabalhos de mapeamento em espécies poliploides devido, 
principalmente, a falta de modelos genético-estatíticos capazes de inserir marcadores em 
múltiplas doses nos mapas genéticos (Figura 2).   
 
 
 
 
 
Figura 2 - Exemplo da utilização de marcadores moleculares baseados em gel, como 
microssatélites, em organismo autotetraploide, adaptado de Garcia & Mollinari (2013). Fig 
a 
b 
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2a: Configuração alélica dos genitores P1 (aabb) e P2 (aabb), gametas formados pelos dois 
genitores e simulação dos fragmentos amplificados pelo marcador molecular nos genitores e 
em uma progênie hipotética. Apesar dos fragmentos indicarem a presença dos alelos ‘a’ (em 
amarelo) e ‘b’ (em verde) na progênie 1, 2 e 3, não é possível determinar a dosagem desses 
alelos em cada um dos fragmentos observados. Fig 2b: Representação da associação entre a 
configuração alélica de um gene e o fenótipo teor de açúcar. Em poliploides, essa associação 
entre forma alélica e fenótipo ainda não é realizada. Os marcadores SNPs podem ter 
estimados a ploidia e a dosagem alélica através do software SUPERMASSA, o que representa 
um avanço sobre os marcadores moleculares baseados em gel, no entanto, ainda faltam 
ferramentas genético-estatísticas capazes de mapear os marcadores que estão em múltiplas 
doses. 
 
Como exemplo de estudo de mapeamento de QTLs, Pastina et al. (2012) 
utilizando uma progênie derivada do cruzamento bi-parental entre as cultivares SP80-180 e 
SP80-4966, marcadores derivados de sequências expressas e dados fenotípicos de dois locais 
e três colheitas consecutivas, detectaram um total de 46 QTLs. Neste trabalho, foi utilizada 
uma estratégia com modelos mistos e mapeamento por intervalo para mapear QTLs de 
produção de cana (toneladas de cana por hectare), produção de açúcar (toneladas de açúcar 
por hectare), porcentagem de fibra e teor de sacarose. O mapeamento de QTLs em espécies 
poliplóides, como a cana-de-açúcar, ainda é muito importante devido à complexidade genética 
e as metodologias que ainda se desenvolvem para a análise dos dados fenotípicos e genéticos. 
Com o advento das novas plataformas de genotipagem baseadas em sequenciamento, as quais 
são capazes de identificar milhares de marcadores SNPs no genoma, e com o avanço da 
análise de dados em organismos poliploides (Serang et al., 2012; Garcia et al., 2013), a 
pesquisa da arquitetura genética da cana-de-açúcar pode avançar para descobertas que 
vislumbram uma aplicação prática no aumento de rendimentos diretamente no campo.  
 
NGS e identificação de SNPs: uma nova estratégia para construção de mapas genéticos 
de alta densidade em cana-de-açúcar  
 
Há uma tendência em utilizar marcadores SNPs para substituir outros tipos de 
marcadores em muitas espécies, uma vez que são frequentemente comuns no genoma, dentro 
e entre os genes (Bundock et al., 2009). Os SNPs são variações na sequência de DNA que 
ocorrem quando um único nucleotídeo é alterado. Tais variações representam polimorfismos 
que, juntamente com as deleções e inserções, são responsáveis pela maior parte da variação 
genética nos organismos (Cho et al., 1999; Rafalsky & Tingey, 2008) e são amplamente 
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distribuídos pelo genoma, sendo mais abundantes em regiões não transcritas e em regiões que 
flanqueiam os microssatélites (Mogg et al., 2002; Bundock & Henry, 2004). 
A alta freqüência de SNPs em muitas espécies de plantas, tais como milho 
(Tenaillon et al., 2001), cevada (Kanazin et al., 2002) e arroz (Yu et al., 2002), torna esse 
marcador uma escolha eficiente para o diagnóstico de doenças, seleção assistida por 
marcadores (SAM), mapeamento genético de alta resolução e caracterização varietal (Batley 
et al.,  2003) e mapeamento por associação. Além de apresetarem distribuição ampla, os SNPs 
permitem análises em escalas maiores quando comparado aos SSR (Garcia et al., 2013). Isso 
acontece em decorrência, dentre outros fatores, aos processos mais simples e rápidos que 
coletivamente facilitam a automação e o monitoramento da amostra, além de poderem 
proporcionar maior quantidade de dados (Jones et al., 2007). 
Uma das estratégias para descoberta de SNPs é a utilização de bases de dados de 
ESTs (Expressed Sequence Tags) públicas. A busca de SNPs em bancos de sequências vem 
sendo realizada com sucesso em diferentes espécies que possuem grande quantidade de ESTs 
em bancos de dados (Buetow et al., 1999; Batley et al., 2003; Kota et al., 2003). As bases de 
dados de ESTs que foram utilizadas na identificação de SNPs para cana-de-açúcar até o 
momento foram o SUCEST (Vettore et al., 2003; Grivet et al., 2003; McIntyre et al., 2006; 
Garcia et al., 2013; Costa et al., 2016) e o Plantdb (Cordeiro et al., 2006). O desenvolvimento 
de SNPs identificados a partir de ESTs representa um valioso sistema de marcadores no 
mapeamento de genes candidatos e na identificação da base genética de QTLs de 
características de importância agronômica. 
Os recentes avanços nas tecnologias de seqüenciamento permitiram a produção de 
grandes quantidades de dados e redução do custo por base. Bundock et al. (2009) mostraram 
que o uso de NGS é mais rentável que as técnicas anteriormente empregadas para 
seqüenciamento e identificação de SNPs. NGS foi essencial para o avanço na genômica 
funcional e vem revolucionando o estudo da genética e as aplicações na prática de 
melhoramento de plantas (Poland & Rife, 2012; Robasky et al., 2014), reduzindo as 
limitações na geração de informações e facilitando a caracterização de genes e genomas, 
fornecendo uma visão mais abrangente da diversidade e da função dos genes. Essa técnica 
vem sendo utilizada para o sequenciamento do genoma inteiro e para projetos de re-
sequenciamento, onde os genomas de várias espécies são sequenciados para se descobrir um 
grande número de polimorfismos SNPs (Elshire et al., 2011) a fim de explorar a diversidade 
genética (Heslot et al., 2013; Lu et al., 2013; Romay et al., 2013), realizar o mapeamento de 
QTLs (Poland et al., 2012; Spindel et al., 2013; Liu et al., 2014), e o mapeamento associativo 
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(Genome-Wide Association Study, GWAS) (Byrne et al., 2013; Crossa et al., 2013; Donato et 
al., 2013; Mascher et al., 2013; Sonah et al., 2013; Uitdewilligen et al., 2013; Chen & Lipka 
et al., 2016), além de possibilitar a caracterização de germoplasma. 
Novas abordagens para genotipagem baseadas em sequenciamento foram 
desenvolvidas para aplicar no melhoramento vegetal. Uma dessas abordagens é o GBS, 
desenvolvido pelo Institute for Genomic Diversity, Cornell University, USA. Tal abordagem 
tem se mostrado um grande aliado para identificação em larga escala de polimorfismos 
genéticos (Elshire et al., 2011; Lu et al., 2013) e pode possibilitar significativo avanço no 
entendimento da genética da cana-de-açúcar. O protocolo GBS se baseia na redução da 
complexidade genômica da amostra de DNA total utilizando diferentes combinações de 
enzimas específicas de restrição (ER) e otimizadas para cada espécie. Após a redução de 
complexidade via ER e antes do sequenciamento, cada amostra de DNA a ser genotipada 
recebe adaptadores com sequências indexadoras específicas (barcodes) que permitem, mais 
tarde, rastrear as sequências geradas para cada amostra; desta forma, é possível realizar um 
multiplex em cada canaleta de sequenciamento, otimizando significativamente os custos 
(Elshire et al., 2011; Poland et al., 2012; Glaubitz et al., 2014). A filtragem e seleção dos 
SNPs confiáveis são realizadas seguindo vários critérios. Ao final do procedimento, obtém-se 
uma quantidade significativa de marcadores SNPs com grau de polimorfismo elevado (Liu et 
al., 2014). Os polimorfismos entre indivíduos podem resultar tanto na presença ou ausência 
de sequências entre as amostras, o que é derivado da variabilidade na distribuição dos sítios 
de restrição, ou de SNPs nas sequências em comum entre as amostras. Em cada corrida de 
sequenciamento podem ser gerados milhares ou dezenas de milhares de marcadores a 
depender da diversidade nucleotídica da espécie (Lu et al., 2013). Além disso, em organismos 
poliploides, a dosagem alélica dos SNPs e o nível de ploidia de cada loco podem ser 
estimados através de um modelo gráfico Bayesiano (Figura 3) recentemente desenvolvido 
para permitir a geração de mapas genéticos de alta densidade (Serang et al., 2012; Garcia et 
al., 2013). 
As sequências obtidas a partir do GBS são dinâmicas, o que permite que os dados 
brutos sejam analisados sempre que as técnicas de bioinformática avançarem, possibilitando a 
descoberta de novos polimorfismos e genes. Outro ponto importante consiste na 
independência do genoma de referência, fato que contribui enormemente para a sua aplicação 
em organismos não-modelo, que carecem de informação genômica como no caso da cana-de-
açúcar, o qual ainda não possui o sequenciamento do genoma finalizado. A flexibilidade do 
GBS em relação à espécie, populações e objetivos da pesquisa torna esta uma ferramenta ideal 
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para o estudo da genética de plantas (Poland et al., 2012; Spindel et al., 2013; Liu et al., 
2014). No entanto, algumas limitações devem ser observadas como, por exemplo: i) 
ocorrência de dados perdidos, imputação e probabilidade de erro na atribuição do genótipo em 
espécies com alto nível de heterozigosidade; ii) presença regiões repetitivas no DNA 
dificultam o alinhamento com sequências;  iii) densidade de marcadores restrita a regiões 
específicas do genoma; iv) inconsistência no número de sítios de restrição sequenciados por 
amostra e no número de reads por sítio de restrição; e v) necessidade de elevada profundidade 
de sequenciamento para organismos poliploides a fim de garantir a estimativa adequada de 
ploidia e dosagens alélicas dos SNPs identificados (Beissinger et al., 2013; Heffelfinger et al., 
2014; Jiang et al., 2016). 
 
 
Figura 3 - Estimativa da ploidia e dosagem alélica, através do software SUPERMASSA, para 
três marcadores SNPs (Fig 3a, Fig 3b e Fig 3c) identificados em base de dados de EST e 
avaliados em uma população de cana-de-açúcar utilizando a plataforma Sequenom 
MassARRAY. Fig 3a: Marcador SNP estimado com ploidia 8 e dosagem 1:2:1. Para este 
SNP, ambos genitores da população apresentaram configuração simplex (CCCCCCCG X 
CCCCCCCG). Fig 3b: Marcador SNP estimado com ploidia 10 e dosagem 1:1. Para este 
SNP, os genitores da população apresentam configurações nuliplex e simplex 
(CCCCCCCCCC X CCCCCCCCCT). Fig 3c: Marcador SNP estimado com ploidia 14 e 
múltiplas doses. Para este SNP, os genitores apresentaram configurações múltiplas 
(AAAAAAGGGGGGGG X AAAAAAAGGGGGGG). 
 
 
Existe um grande potencial para o uso de SNPs na detecção de associações entre 
formas alélicas de um gene e fenótipos. Desta forma, com o avanço das tecnologias de 
sequenciamento e dos modelos genético-estatísticos para lidar apropriadamente com os dados 
gerados, os marcadores SNPs podem se tornar comumente utilizados também em organismos 
complexos como a cana-de-açúcar. 
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Objetivos 
 
 
Geral 
 
Mapear marcadores microssatélites e TRAP funcionais relacionados a genes que 
controlam características agroindustriais de importância econômica bem como marcadores 
SNPs oriundos de genotipagem por sequenciamento (Genotyping by Sequencing, GBS) numa 
progênie derivada do cruzamento entre duas cultivares comerciais de cana-de-açúcar. 
 
 
Específicos 
 
• Avaliar o polimorfismo de 400 marcadores microssatélites nos parentais da população 
de mapeamento derivada do cruzamento entre SP80-3280 e RB835486; 
 
• Detectar marcadores SNPs a partir de genotipagem por sequenciamento;  
 
• Construir um mapa genético molecular utilizando uma progênie de interesse 
comercial; 
 
• Analisar características economicamente importantes e mapear QTLs envolvidos no 
controle destas características; 
 
• Comparar o mapa gerado para a progênie do cruzamento entre SP80-3280 e 
RB835486 com mapas de outras populações já publicados, com o intuito de validar os 
marcadores funcionais associados com as características de interesse, permitindo a 
aplicação destes marcadores na seleção assistida. 
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CAPÍTULO 1 
 
Mixed Modeling of Yield Components and Brown Rust Resistance in Sugarcane Families 
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Supplementary Material 
 
Supplemental Table S1 - Selected models for the 𝐆𝐩 matrix considering each trait separately. 
The AIC and BIC criteria were used to compare the structures of the variance-covariance 
matrix. The models for the the 𝐆𝐩 matrix were selected according to the lowest value of the 
AIC criterion for the SD, SH, SN, SW, BRIX, POL%C, POL%J, FIB, TCH and TPH for the 
two families of sugarcane (SR1 and SR2) at two locations (Araras and Ipaussu, Brazil) over 
three harvest years (2011, 2012 and 2013). 
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Supplemental Table S1 - Continued. 
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Supplemental Table S1 - Continued. 
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Supplemental Table S2 - Selected models for the 𝐑 matrix considering each trait separately. 
The models for the 𝐑 matrix were selected according to the lowest value of the BIC criterion 
for the SD, SH, SN, SW, BRIX, POL%C, POL%J, FIB, TCH and TPH for family of 
sugarcane SR1 at two locations (Araras and Ipaussu, Brazil) over three harvest years (2011, 
2012 and 2013). 
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Supplemental Table S2 - Continued. 
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Supplemental Table S2 - Continued. 
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Supplemental Table S2 - Continued. 
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Supplemental Table S3 - Selected models for the 𝐑 matrix considering each trait separately. 
The models for the 𝐑 matrix were selected according to the lowest value of the BIC criterion 
for the SD, SH, SN, SW, BRIX, POL%C, POL%J, FIB, TCH and TPH for family of 
sugarcane SR2 at two locations (Araras and Ipaussu, Brazil) over three harvest years (2011, 
2012 and 2013). 
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Supplemental Table S3 - Continued. 
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Supplemental Table S3 - Continued. 
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Supplemental Table S3 - Continued. 
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Supplemental Table S4 - Average BLUP values to full-sib genotypes with standard 
deviation (S) and BLUP of the parental genotypes to families SR1 and SR2 and RB867515, 
the cultivar that was used as a non-parental check, for stalk height (SH) in m, stalk number 
(SN) by direct counting, stalk diameter (SD) in mm, stalk weight (SW) in kg, cane yield 
(TCH) in t ha
-1
, POL%Cane (POL%C),  BRIX as °Brix, POL%Juice (POL%J), fiber (FIB) as 
a percentage and sucrose yield (TPH) in t ha
-1
 at two locations (Araras and Ipaussu, Brazil) 
over three harvest years (2011, 2012 and 2013).  
  Traits 
  
SH SN SD SW TCH POL%C BRIX POL%J FIB TPH 
SR1 
Ave. BLUP 2.31 105.85 28.39 184.32 162.07 15.52 20.85 18.44 12.20 23.72 
S 0.11 15.89 1.71 22.64 12.35 0.61 0.66 0.72 0.63 1.95 
RB867515 2.32 109.80 28.33 185.30 99.50 15.02 20.47 17.83 12.41 15.98 
SP80-3280 2.37 108.10 29.57 203.50 95.84 15.72 21.19 18.63 12.04 16.00 
RB835486 2.22 96.20 27.16 152.30 85.48 15.84 21.05 18.85 12.34 15.00 
SR2 
Ave. BLUP 2.34 117.44 25.61 168.15 149.04 15.54 20.93 18.57 12.64 22.09 
S 0.12 21.97 1.92 24.81 21.67 0.70 0.79 0.87 0.70 2.61 
RB867515 2.28 109.50 25.41 158.30 141.10 14.82 20.16 17.69 12.64 19.36 
SP81-3250 2.25 127.60 25.25 172.50 150.70 15.60 21.02 18.58 12.37 22.91 
RB925345 2.49 115.20 25.18 175.70 157.00 16.24 21.63 19.47 12.94 24.26 
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Abstract 
Background: Sugarcane (Saccharum spp.) is predominantly an autopolyploid plant with a 
variable ploidy level, frequent aneuploidy and a large genome that hampers investigation of 
its organization. Genetic architecture studies are important for identifying genomic regions 
associated with traits of interest. However, due to the genetic complexity of sugarcane, the 
practical applications of genomic tools have been notably delayed in this crop, in contrast to 
other crops that have already advanced to marker-assisted selection (MAS) and genomic 
selection. High-throughput next-generation sequencing (NGS) technologies have opened new 
opportunities for discovering molecular markers, especially single nucleotide polymorphisms 
(SNPs) and insertion-deletion (indels), at the genome-wide level. The objectives of this study 
were to (i) establish a pipeline for identifying variants from genotyping-by-sequencing (GBS) 
data in sugarcane, (ii) construct an integrated genetic map with GBS-based markers plus 
target region amplification polymorphisms and microsatellites, (iii) detect QTLs related to 
yield component traits, and (iv) predict putative candidate genes underlying the mapped 
QTLs.  
Results: We used four pseudo-references to align the GBS reads. Depending on the reference, 
from 3,433 to 15,906 high-quality markers were discovered, and half of them segregated as 
single-dose markers (SDMs) on average. In addition to 7,049 non-redundant SDMs from 
GBS, 629 gel-based markers were used in a subsequent linkage analysis. Of 7,678 SDMs, 993 
were mapped. These markers were distributed throughout 223 linkage groups, which were 
clustered in 18 homo(eo)logous groups (HGs), with a cumulative map length of 3,682.04 cM 
and an average marker density of 3.70 cM. We performed QTL mapping of four traits and 
found seven QTLs. Our results suggest the presence of a stable QTL across locations. 
Furthermore, QTLs to soluble solid content (BRIX) and fiber content (FIB) traits had 
associated markers with candidate genes. 
Conclusions: This study is the first to report the use of GBS for large-scale variant discovery 
and genotyping of a mapping population in sugarcane, providing several insights regarding 
the use of NGS data in a polyploid, non-model species. The use of GBS generated a large 
number of functional markers and still enabled ploidy and allelic dosage estimation. 
Moreover, we were able to identify seven QTLs, two of which had great potential for 
validation and future use for molecular breeding in sugarcane. 
 
Keywords: Saccharum spp., polyploidy, SNPs, molecular markers, allelic dosage, 
quantitative traits 
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1. Background 
  
Sugarcane (Saccharum spp.) has a complex genome because of its variable ploidy 
level, frequent aneuploidy and large genome of approximately 10 Gb [1-5]. This crop is a 
member of the Poaceae family and the Andropogoneae tribe, which includes maize and 
sorghum [6,7]. Modern sugarcane cultivars are the result of interspecific crosses between the 
domesticated species Saccharum officinarum L. (2n = 80) and the wild species S. spontaneum 
L. (2n = 40–120), followed by several backcrosses with S. officinarum [6,8]. These cultivars 
have chromosome numbers ranging from 100 to 130, are vegetatively propagated, and result 
from the selection of populations derived from outcrossing heterozygous parents [1,9]. 
Furthermore, sugarcane has a very high photosynthetic efficiency and is a crop with major 
economic importance in many tropical and subtropical countries primarily because of its use 
in the production of sugar and bioethanol [10-12]. 
Polyploidy, an important driver of plant evolution in natural populations, has 
played a crucial role in the domestication of crops such as wheat, maize, cotton and potato 
[13-16]. Sugarcane is predominantly an autopolyploid plant, and the understanding of its 
genome organization is limited [4,7]. One possible way to increase knowledge of the genome 
organization of this species is by using genetic maps. High-resolution genetic linkage 
mapping is essential for quantitative trait loci (QTL) studies in mapping populations and 
may be a first step toward potential marker-assisted selection (MAS) in plants [17-22]. 
Several genetic linkage maps of sugarcane have been generated since a methodology based on 
single-dose markers (SDMs) was proposed by Wu et al. [23]. SDMs that segregate 1:1 and 
3:1 in full-sib progenies (F1 populations) [24] or 3:1 in populations created by selfing an 
individual are commonly used for constructing genetic maps in sugarcane [4,25-35]. An 
integrated map of sugarcane with different types of molecular markers, such as microsatellites 
or single sequence repeats (SSRs) and target region amplification polymorphism (TRAP), 
extended the characterization of polymorphic variation throughout the entire genome [36-38]. 
However, in outcrossing heterozygous species such as sugarcane, for each segregating loci, 
different numbers of segregating alleles can exist, and a relative large number of markers is 
required to guarantee reasonable coverage of its genome [37,39,40].  
Currently, high-throughput next-generation sequencing (NGS) technologies have 
provided new opportunities for discovering molecular markers, especially single nucleotide 
polymorphisms (SNPs), at the genome-wide level [41-43]. Some of these techniques, e.g., 
restriction-site associated DNA sequencing (RAD-seq) [44] and genotyping-by-sequencing 
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(GBS) [42,45], employ a reduced genome representation that is achieved through restriction 
enzyme digestion, which could be helpful for a complex genome such as that of a polyploid 
[46]. Moreover, these strategies require no prior knowledge of the variants being analyzed, 
making them useful for genetic analysis in species with no reference genome [47]. The GBS 
protocol has been widely used in a range of genetic studies in several species such as apple, 
barley, lettuce, switchgrass, maize, rice, wheat, and soybean [42,45,48-54]. SNP datasets 
generated from GBS can be analyzed to detect associations between genotypes and 
phenotypes, perform diversity analyses, and construct genetic maps, among other applications 
[39,55-57].  
QTL mapping in sugarcane is a promising tool for characterizing the genetic 
architecture of several yield component traits of interest, such as sucrose yield, cane yield, 
stalk diameter, stalk height, stalk number, and stalk weight, as well as resistance to diseases, 
pests and abiotic stresses [10,58-61]. Sugarcane is a semi-perennial crop with repeated 
measures data obtained for several harvests and locations, and QTL mapping studies are 
usually performed in two steps. First, adjusted phenotypic means are obtained; second, these 
means are searched for associations with molecular markers and/or along genetic maps 
[31,32,62]. Gazaffi et al. [61] proposed a method that considers an integrated genetic map in 
which QTL mapping is performed based on the advantages of the composite interval mapping 
(CIM) approach [63]. Briefly, a mapping model with three genetic effects is considered for 
genome scanning [61]. It is assumed that a QTL may also segregate in different patterns in 
progeny as a function of its genetic effects and of the linkage phase between markers and 
QTL alleles. 
This study is the first to report on the development and application of GBS for 
mapping studies in sugarcane. Our objectives were to (i) establish a pipeline for identifying 
SNPs and insertion-deletion (indels) from GBS data in a sugarcane F1 population, (ii) 
construct the first GBS-based integrated genetic map with additional SSR and TRAP markers 
in this bi-parental mapping population, (iii) identify QTLs related to yield component traits 
based on the integrated genetic map, and (iv) predict putative candidate genes underlying 
mapped QTLs that may be involved in yield traits in sugarcane. We discuss these results in 
the context of where GBS is likely to be most useful in sugarcane crop development. 
 
2. Material and methods 
2.1 Mapping population and DNA extraction 
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The mapping population consisted of 151 full sibs derived from a commercial 
cross between the SP80-3280 (female parent) and RB835486 (male parent) sugarcane 
cultivars. The parents are broadly cultivated throughout Brazil because of their high biomass 
and sugar yields. SP80-3280 (SP71-1088 × H57-5028) was one of the cultivars with 
transcriptome sequencing performed previously by SUCEST [64] and RNA-seq [65] projects; 
its genome is currently being completely sequenced by the Brazilian initiative [66]. This 
cultivar is resistant to brown rust (Puccinia melanocephala), whereas RB835486 (L60-14 × ?) 
is susceptible to fungal disease. The parents have been used in studies of evolutionary 
relations in putative tandem gene duplication [67] and retrotransposon-based insertion 
polymorphisms [68]. Total genomic DNA samples from parents and progeny were extracted 
from the 1+ internode (leaf primordia) as proposed by Al-Janabi et al. [69], with 
modifications. 
 
2.2 GBS-based markers 
 
GBS was performed by the Institute for Genomic Diversity (Cornell University, 
Ithaca, NY, USA) according to the protocol described in detail by Elshire et al. [45]. Samples 
from both parents of the population were replicated three times for sequencing. Each 
individual within a library was part of a 96-plex reaction (including one blank sample each). 
To provide a higher allele depth, libraries were obtained by digestion with PstI, a partially 
methyl-sensitive six-base-pair site restriction enzyme. Additionally, the 96-plex libraries were 
run in two distinct lanes each on a HiSeq
™
 2000 platform (Illumina
®
 Inc., San Diego, CA, 
USA).  
To discover polymorphisms, we initially used the TASSEL-GBS pipeline [70], 
which was implemented in TASSEL software (v. 4.3.8). Because this pipeline requires a 
reference genome and because the complete sugarcane genome sequencing is in progress [66], 
we proposed the use of four alternative pseudo-references: (i) a methyl-filtered sugarcane 
genome (~674 Mb arranged in 1,109,444 scaffolds) [71], (ii) the Sorghum bicolor genome (v. 
2.1; ~726 Mb arranged in 10 chromosomes and 1,600 unassembled scaffolds) [72], (iii) an 
RNA-seq sugarcane transcriptome (~780 Mb arranged in 119,768 transcripts) [65], and (iv) 
sequences from the SUCEST project (~152 Mb of a total of 237,954 sequences) [64]. The 
BOWTIE2 (v. 2.2.1) algorithm was used to map the 64-bp-long tags against each reference. 
The exact reference and alternative allele depths (read counts) were recorded in variant call 
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format (VCF) files. To perform this task, we modified the GBS-TASSEL pipeline to record a 
maximum value of 32,767 counts for each allele.  
  
 2.2.1 Allelic dosage estimation and marker curation 
 
The GBS technique generated allele-specific read count data in the form 𝐷 =
{(𝑥1, 𝑦1), (𝑥2, 𝑦2),… , (𝑥𝑛 , 𝑦𝑛)} for each biallelic locus from individuals 𝑖 = 1,2, … , 𝑛. Data 𝐷 
from each locus were analyzed in SUPERMASSA software [73]. As a prior quality control, 
markers with more than 25% missing data were filtered out. We also excluded GBS loci data 
with fewer than 50 read counts for the reference allele on average. In addition, individual data 
points with the radial coordinate 𝑟𝑖 = √𝑥𝑖
2 + 𝑦𝑖
2 smaller than (0.10) ×𝑚𝑎𝑥(𝑟1, 𝑟2, … , 𝑟𝑛) were 
removed.  
All even-numbered ploidy levels ranging from 2 to 20 were tested [39]. The 
ploidy that returned the highest likelihood was selected after fitting a subjacent F1 segregation 
model into SUPERMASSA. The replicated parental data provided additional constraints during 
estimation. Following the recommendation reported in Serang et al. [73] to find the maximum 
a posteriori (MAP) solution for the estimates, the SUPERMASSA naive posterior report 
threshold was set to zero. Afterward, the values of individual posterior probability given the 
selected ploidy (6 through 14) were also calculated; these values indicated the maximum 
threshold that would allow individual assignment to a certain dosage cluster. Only ploidies 
ranging from 6 to 14 were selected because they were more likely to appear in the sugarcane 
genome and exhibited a greater number of SDMs [39]. 
For posterior quality control, we only selected SDMs for which the median of all 
individual posterior probabilities was higher than 0.80. The SUPERMASSA dosage outputs 
were recoded for mapping purposes in R software by substituting the respective reference and 
alternative codominant alleles for a and b. Redundant loci within each reference and between 
references were inspected and excluded based on the recoded genotype calls. Here, only non-
redundant loci were used for linkage mapping analysis. A circular plot was used to summarize 
the duplicate loci within and between references using the R CIRCLIZE package [74]. 
 
2.3 Gel-based SSR and TRAP markers 
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A total of 120 SSR markers were genotyped in the 151 full-sib progeny and in the 
two parents. SSR markers were derived from both ESTs and genomic sequences. There were 
98 EST-SSRs named SCA [75,76], SCB [75], SCC [75,77] and IISR [78], and 16 genomic 
SSRs named SMC [79] and CIR [80]. In addition, there were six SSR markers (named SB, 
Xtxp, CNL and SvPEPCAA [81-83]) from a genic sorghum library. PCRs were performed in 
a final volume of 20 μL as described by Oliveira et al. [75].  
For TRAP markers four fixed and three arbitrary primers (named ARB1, ARB2 
and ARB3) were used. The arbitrary primers were adapted of Li and Quiros [84]. Two fixed 
primers were designed from sucrose phosphate synthase (SuPS) [85,86], and one primer each 
was designed from caffeic acid 3-O-methyltransferase (COMT) and cinnamoyl-CoA 
reductase (CCR) [87] gene sequences. PCRs were performed in a final volume of 20 μL [88].  
Amplicons of SSR and TRAP markers were denatured at 90 °C for 3 min in an 
equal volume of loading buffer (formamide containing 0.8 mM EDTA and traces of 
bromophenol blue and xylene cyanol), snap-cooled on ice, and electrophoresed in 6% 
denaturing polyacrylamide gels in 1X TBE buffer. The samples were loaded on a dual vertical 
electrophoresis system (CBS Scientific) and were run at 75 W for 1 to 3 h depending on the 
fragment sizes to be separated. A 10-bp ladder was used as a standard size. The bands were 
visualized by silver staining according to Creste et al. [89]. 
 
2.4 Linkage map construction and homo(eo)logous group assignment 
 
Linkage mapping analysis was performed over non-duplicated SDMs using the 
ONEMAP (v. 2.0-4) R package [90]. This analysis allowed simultaneous estimation of linkage 
and linkage phases between markers [91] and marker ordering using multipoint likelihood 
through hidden Markov models [92,93] from a mixed set of different marker segregation 
patterns. The markers were coded according to the notation proposed by Wu et al. [91]. In 
brief, the codominant alleles were coded as a and b, while the null alleles were coded as o and 
treated as recessive alleles. GBS-based codominant markers were used to assess segregation 
with the following three cross types: ‘B3.7’ (ab × ab), ‘D1.10’ (ab × aa) and ‘D2.15’ (aa × 
ab). In addition, SSR and TRAP gel-based dominant markers were used to assess three more 
cross types that are traditionally used in integrated sugarcane maps: ‘C.8’ (ao × ao), ‘D1.13’ 
(ao × oo) and ‘D2.18’ (oo × ao). ‘D1’ and ‘D2’ stand for crosses in which the marker locus is 
heterozygous (and hence informative) only to SP80-3280 or to RB835486, respectively; they 
are both expected to segregate in a 1:1 ratio. ‘B3’ and ‘C’ stand for crosses in which the 
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marker locus is heterozygous and symmetric in both parents; the former is expected to 
segregate in a 1:2:1 ratio, whereas the latter will segregate in a 3:1 ratio. Because 
SUPERMASSA is able to predict parental genotypes using the population data even when 
parental data are missing, all B3-type markers could be recovered. However, D1- and D2-type 
markers were only recovered when read counts for at least one parental were available; with 
no parental data, these markers were discarded. 
For gel-based markers, chi-square tests were conducted in R software according to 
the expected segregation ratios inferred through parental genotypes, and then p-values were 
corrected using false discovery rate control for non-dependent tests as implemented in the 
‘p.adjusted’ R function. For GBS-based markers, segregation had already been considered 
during dosage estimation in SUPERMASSA software according to the F1 model [73]. 
To obtain the genetic map, we first performed a two-point test to identify linkage 
groups (LGs). Any pairwise markers that showed a 𝑳𝑶𝑫 score > 9.0 and a recombination 
fraction < 0.10 were considered linked. Afterward, we applied ordering algorithms to each 
group. For the groups with less than six markers, the best order was obtained by performing 
an exhaustive search with the ‘compare’ function. For those groups with more than six 
markers, the ‘order.seq’ command was used, i.e., an initial set of the five most informative 
markers (preferentially B3- and C-type markers) was sampled for an exhaustive search. The 
best order was used as a frame for the consecutive inclusion of new markers. Once these 
groups were obtained, we used the ‘try.seq’ function to verify markers that were considered 
unlinked according to the initial procedure, and it was possible to integrate the pre-ordered 
groups. In this step, the following other markers were also tested: (i) markers at the ends of 
the LGs more than 20 centiMorgans (cM) far from the closest marker; and (ii) markers 
belonging to very small LGs (with sizes less than 1 cM or containing only two loci). As a 
final step, the LGs with more than five markers were refined using the ‘ripple’ algorithm 
within a sliding window of five markers. The ordered group heatmap plots were inspected 
visually, and manual correction was performed when needed throughout the map building 
process. The LGs were drawn in MAPCHART software [94]. The homo(eo)logous groups 
(HGs) were defined according to the sugarcane reference scaffolds shared by the GBS-based 
markers. Gel-based markers were also checked because they can produce different alleles that 
share the same primer pair. 
 
2.5 Phenotypic data 
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The mapping population was planted in 2010 at two locations (Araras, located at 
22°21'25" S, 47°23'03" W, and Ipaussu, located at 23°08'44" S, 49°23'23" W; both in the 
State of Sao Paulo, Brazil) and evaluated during three harvest years for several yield 
component traits, including sucrose content of cane (POL%C, in %), soluble solid content 
(BRIX, in °Brix), stalk diameter (SD, in mm) and fiber (FIB, in %). At each location, the 
experimental design consisted of an augmented randomized incomplete block design, which 
was fully replicated three times. For each trait, a multiple-harvest-location trial was 
considered under a mixed linear model approach for each yield component [10]. 
 
2.6 QTL mapping 
 
The joint adjusted phenotypic means by location for each trait were used for QTL 
mapping. The QTL mapping methodology applied in this work was presented by Gazaffi et 
al. [61], and it expands the CIM method [63] to full-sib families. In brief, the model has three 
genetic effects, with two for additive effects (one for each parent) and one dominance effect 
(intra-loci interaction). To infer the conditional probabilities of QTL genotypes, multipoint 
probabilities were obtained using hidden Markov models at each 1 cM from the genetic map.  
The mapping strategy was based on three steps. First, an interval mapping (IM) 
[95] search was carried out in order to select marker cofactors. The peaks with a 𝐿𝑂𝐷 score 
greater than 2 were sampled for inclusion in the QTL detection procedure. If the peak was not 
coincident with a marker, the closest one was considered as cofactor. Second, the QTL search 
was performed along the genome and considered the cofactors located outside the linkage 
group under analysis. To declare a QTL, the threshold for each search was obtained from 
1,000 permutations with a significance level of 0.95 [96]. Finally, the peaks above the 
permutation threshold were fully characterized, i.e., the significance of each genetic effect 
was tested along with the linkage phase between markers and QTLs and the QTL segregation 
pattern. The proportions of phenotypic variance (𝑅2) as explained by each detected QTL were 
obtained for all the effects simultaneously. All the analyses were performed in R software 
[97]. 
 
2.7 Candidate gene identification  
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Functional annotation of the regions of adjacent markers from the mapped QTLs 
was performed using sequence information from the scaffolds of the methyl-filtered 
sugarcane genome, sugarcane transcriptome from RNA-seq assembly, sequences from the 
SUCEST project and sequences with 400 nucleotides in length at both sides of the SNP/indel 
position for mapped markers from the sorghum genome. These scaffolds and sequences were 
annotated using Blast2GO software version 3.1 [98] on the non-redundant NCBI database 
with E values ≤ 1 × 10–3, and the Phytozome website [99] was used to align the data against 
the Viridiplantae protein databases. 
 
3. Results 
3.1 GBS-based marker polymorphism discovery 
 
Short-read sequences were obtained from the mapping population and triple-
replicated parents after double sequencing the 96-plex PstI libraries. Of the 330 million good 
barcoded reads, more than 3.1 million resulting tags were obtained for alignment against four 
different pseudo-references. Three of four pseudo-references originated from sugarcane DNA 
or RNA libraries. The methyl-filtered sugarcane genome resulted in the highest alignment 
rate, with 87.94% (2,729,457) aligned tags. Regarding RNA-based references, 38.53% 
(1,195,723) and 23.89% (741,537) tags were aligned with the RNA-seq transcriptome and 
SUCEST project sequences, respectively; however, their rates of non-unique alignment 
differed greatly (Supplementary Table 1). Finally, the reference for the close-relative genome 
of sorghum had 42.29% (1,312,661) aligned tags. 
From 39,058 to 151,755 biallelic variants were identified, depending on the 
reference. Furthermore, for all the references, SNPs were identified more often than indels, at 
a 2.6:1 ratio on average (Table 1). With respect to SNPs, transitions (purine-purine or 
pyrimidine-pyrimidine interchanges) were identified 1.4 times more often than transversions 
(purine-pyrimidine interchanges). Approximately 12% of the markers with more than 25% 
missing data were filtered out per reference (Table 1) because current missing data imputation 
methods are not able to handle the complexity of the sugarcane genome. Low-coverage or 
ambiguous loci were also broadly present. At this stage of analysis, ~64% underrepresented 
loci were also excluded by considering a minimum of 50 read counts on average for the 
reference alleles. Although a large number of loci were removed, from 8,885 to 38,378 high-
coverage loci, missing-filtered polymorphic loci were subjected to SUPERMASSA quantitative 
genotyping analyses. The remaining redundancy was investigated only after these analyses. 
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3.2 Ploidy and allelic dosage estimation 
 
Ploidy levels ranging from 2 to 20 were evaluated with SUPERMASSA software. 
Once the more likely ploidy was acknowledged, the software provided the individual 
posterior probability for each individual that was allocated in one of the expected dosage 
clusters. For the ploidy levels considered in these analyses, the number of loci varied within 
each ploidy class (Figure 1), and an average of 10.7% loci were classified as having ploidies 
of 2 or 4, 60.3% as ploidies 6 through 14, and 29.0% as ploidies 16 through 20. Here, we used 
the same ad hoc criteria to classify each locus into one quality category based on their 
posterior probabilities for each ploidy; categories A and B included loci with either the 
highest or the sum of the two highest posterior probabilities that were greater than or equal to 
0.80, respectively, and category C included all other cases [39]. Categories A, B and C 
represented 60.4%, 26.6% and 12.9% of the loci on average for all the ploidies, respectively 
(Figure 1). 
 
Table 1 - Number of markers generated after GBS-TASSEL pipeline analyses to map the GBS 
sugarcane population data. 
GBS-TASSEL pipeline 
pseudo-references 
SNPs Indels Total 
Excluded data 
Filtered 
polymorphic 
sites 
Missing 
data
a
 
Low 
coverage 
loci
b
 
Methyl-filtered 
sugarcane genome  
110,261 41,494 151,755 
16,815 
(11.1%) 
96,562 
(63.6%) 
38,378 
(25.3%) 
Sorghum bicolor 
genome (v. 2.1)  
84,757 35,447 120,204 
13,773 
(11.5%) 
78,914 
(65.6%) 
27,517 
(22.9%) 
RNA-seq sugarcane 
transcriptome  
73,275 26,778 100,053 
11,809 
(11.8%) 
63,658 
(63.6%) 
24,586 
(24.6%) 
SUCEST project 
sequences  
29,238 9,820 39,058 
4,878 
(12.5%) 
25,295 
(64.8%) 
8,885 
(22.7%) 
Notes: 
a
 More than 25% of the population is missing data. 
b
 Less than 50 reads on average for the reference alleles. 
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Figure 1 - Mosaic plot showing the ploidy levels that produced the highest posterior 
probabilities for the mapping of GBS sugarcane population data considering the following 
four pseudo-references: the methyl-filtered sugarcane genome, Sorghum bicolor genome, 
RNA-seq sugarcane transcriptome and sequences from the SUCEST project. The areas of the 
rectangles are proportional to the number of loci that have the same ploidy level, as indicated 
within each rectangle in parentheses. According to the posterior probabilities calculated for 
each even-numbered ploidy level within a range from 2 to 20, each locus was classified into 
one category using the following ad hoc criteria: Category A (green), when the highest 
posterior probability was greater than or equal to 0.80; Category B (yellow), when no single 
value of the posterior probability was higher than 0.80 but the sum of the two highest ones 
was greater than or equal to 0.80; and Category C (red), which included all other cases. In 
parentheses: the number of loci as a percentage within the given ploidy level and category. 
 
For the linkage map construction, we selected the loci that were classified into 
category A and the ploidies ranging from 6 to 14, which represented 40.7% of loci on average 
from the total input in SUPERMASSA or from 3,433 to 15,906 markers depending on the 
reference (Table 2). In addition, we characterized these remaining “good-quality loci” 
according to dosage. SDMs and multi-dose markers (MDMs) were equally represented by 
GBS, with approximately 50% on average for each one. As a final quality control analysis of 
the GBS data, we selected the loci with the median of all individual posterior probabilities 
greater than 0.80. This ad hoc criterion aimed to ensure that the loci used in genetic mapping 
had at least 50% of the individuals with a high probability (superior to 0.80) of being in their 
given clusters for the selected ploidy. Depending on the number of clusters, the SDMs were 
classified as segregating in a 1:2:1 ratio (three clusters) or in a 1:1 ratio (two clusters). On 
average, the percentages that represented each segregation class were 16.4% and 83.6%, 
respectively (Table 2). 
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Table 2 - Selected loci with good quality (category A) and ploidy (6 through 14) were 
classified as single-dose markers (SDMs) or multi-dose markers (MDMs). High-quality 
SDMs (median of all individual a posteriori probabilities > 0.80) were also characterized 
according to their segregation pattern in the sugarcane mapping population. 
Reference Total 
Dosage High-quality 
SDM 
Segregation 
pattern 
MDM SDM 1:2:1 1:1 
Methyl-filtered 
sugarcane genome  
15,906 
7,014 
(44.1%) 
8,892 
(55.9%) 
5,266 
912 
(17.3%) 
4,354 
(82.7%) 
Sorghum bicolor 
genome (v. 2.1)  
11,789 
5,784 
(49.1%) 
6,005 
(50.9%) 
3,433 
605 
(17.6%) 
2,828 
(82.4%) 
RNA-seq sugarcane 
transcriptome  
9,808 
4,959 
(50.6%) 
4,849 
(49.4%) 
2,869 
469 
(16.4%) 
2,400 
(83.6%) 
SUCEST project 
sequences  
3,433 
1,736 
(50.6%) 
1,697 
(49.4%) 
983 
141 
(14.3%) 
842 
(85.7%) 
 
The redundancy of the SDM was inspected after quality and ploidy filtration with 
the alleles recoded as a or b. All the references showed very similar levels of redundancy 
within and between them (Figure 2). For instance, the same overall level of 22.7% for within-
redundancy was found. Only 84 SNPs markers were attributed equally to all four references 
and represented approximately 3.8% of each reference. Interestingly, each reference provided 
39.6% new loci on average. By keeping only one call for each ambiguous marker, we 
obtained 7,049 loci in total for mapping. Of these loci, 5,757 (81.67%) and 1,292 (18.33%) 
segregated 1:1 and 1:2:1, respectively (Table 3).  
 
 
Figure 2 - Circular plot showing the redundancy between single-dose markers from four 
pseudo-references (methyl-filtered sugarcane genome, Sorghum bicolor genome, RNA-seq 
sugarcane transcriptome and SUCEST project sequences) that were used to align the GBS 
sugarcane tags. The red regions represent redundancy within each pseudo-reference, whereas 
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the green, orange and blue regions represent redundancy between four, three and two pseudo- 
references, respectively. The remaining grey regions represent loci that are unique to each 
pseudo-reference. 
 
3.3 Gel-based marker genotyping 
 
A total of 120 SSRs and four combinations of TRAP markers (COMT + ARB2, 
SuPS + ARB1, CCR + ARB1, and CCR + ARB3) produced 1,031 polymorphic bands. Of 
these 1,031 bands, 545 (52.86%) were tested for 1:1 segregation, and 486 (47.14%) were 
tested for 3:1 segregation. The number of SDMs feasible for linkage analysis was 629 (61%), 
of which 506, 84 and 39 originated from genic SSR, genomic SSR and TRAP markers, 
respectively (Table 3). 
 
3.4 Genetic map 
 
An integrated genetic map was constructed using 151 full sibs generated from a 
cross between SP80-3280 and RB835486 (Supplementary Figure 1). Of the 8,080 SDMs that 
were scored (Table 3), 7,678 were used for linkage analysis (7,049 GBS-based markers and 
629 gel-based markers), and 993 (12.93%) were placed in the linkage map (Table 3 and Table 
4). The mapped markers included 934 GBS-based markers and 59 SSRs. The distribution of 
the segregation patterns of mapped markers were 254 B3-type markers (1:2:1), 15 C-type 
markers (3:1), 518 D1-type markers or that were informative only for SP80-3280 (500 GBS-
based markers and 18 gel-based markers) and 206 D2-type markers or that were informative 
only for RB835486 (180 GBS-based markers and 26 gel-based markers) (Table 4). The 
markers were distributed throughout the 223 LGs, with a cumulative map length of 3,682.04 
cM and an average marker density of 3.70 cM (Table 5). The length of LGs ranged from 1.06 
cM (LG 70) to 235.67 cM (LG46), with an average of 16.51 cM; 56 LGs displayed lengths 
shorter than 2 cM, 95 LGs exhibited lengths greater or equal to 2 cM and smaller than 10 cM, 
and the other 72 LGs had lengths greater or equal to 10 cM. 
A total of 18 HGs were formed based on the common genomic origins of mapped 
loci from different LGs, which were provided by SSR and GBS-based markers. The number 
of LGs allocated into HGs ranged from two (HG1, HG2, HG4, HG6, HG7, HG8, HG9, 
HG13, HG14 and HG18) to five (HG11). The coverage within the HGs varied from 2.91 cM 
(HG13) to 273.66 cM (HG11). A total of 175 LGs with 730 markers remained unassigned to 
any HG (Table 5 and Supplementary Figure 1). 
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Table 3 - Overall single-dose gel-based and GBS-based markers screened for the progeny of the cross between sugarcane cultivars SP80-3280 
and RB835486. 
Markers Gel-based markers   
GBS-based markers 
 
 Genomic 
SSR 
Genic 
SSR 
TRAP 
 Total 
Number of SDMs evaluated (gel-based and GBS-based markers) 109 842 80  7,049 8,080 
SDMs with 1:1 segregation 66 456 23  5,757 6,302 
SDMs with 1:2:1 segregation (GBS-based markers) - - -  1,292 1,292 
Double SDMs (gel-based markers) with 3:1 segregation 43 386 57  - 486 
Number of markers with distorted segregation 25 336 41  0 402 
Total number (1:1, 1:2:1 and 3:1) feasible for linkage analysis 84 506 39  7,049 7,678 
 
Table 4 - Distribution of the different marker types as mapped according to their cross type.  
Cross type  Number of markers  
 Gel-based markers  
 Genomic SSR Genic SSR TRAP GBS-based markers Total 
 
D1.10 (ab x aa) - - - 500 500 
D1.13 (ao x oo) 4 14 0 - 18 
D2.15 (aa x ab) - - - 180 180 
D2.18 (oo x ao) 4 22 0 - 26 
B3.7 (ab x ab) - - - 254 254 
C.8 (ao x ao) 2 13 0 - 15 
Total 10 49 0 993 993 
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Table 5 - Number of each type of mapped marker within each homo(eo)logous group (HG), 
number of linkage groups (LGs) within each HG, the length of each HG in centimorgans (cM) 
and the marker density in cM of each HG for the genetic map construct from a progeny of a 
cross between sugarcane cultivars SP80-3280 and RB835486. 
HG No. 
LGs 
No. 
SSR 
No. GBS-
based markers 
No. mapped 
markers  
Length of 
HG (cM) 
Marker 
density (cM) 
1 2 0 11 11 48.90 4.44 
2 2 0 8 8 61.72 7.71 
3 3 5 21 26 157.14 6.04 
4 2 0 9 9 59.09 6.56 
5 4 5 17 22 100.45 4.56 
6 2 2 14 16 144.24 9.01 
7 2 1 9 10 21.45 2.14 
8 2 0 8 8 37.84 4.73 
9 2 4 5 9 53.72 5.96 
10 3 0 19 19 120.08 6.32 
11 5 13 31 44 273.66 6.22 
12 3 5 7 13 40.64 3.12 
13 2 0 7 7 2.91 0.41 
14 2 0 9 9 60.21 6.69 
15 3 0 13 13 69.55 5.35 
16 4 10 8 18 120.73 6.70 
17 3 0 14 14 15.35 1.09 
18 2 4 3 7 37.26 5.32 
Unassigned 
in HG 
175 10 721 730 2,257.10 3.09 
Total 223 59 934 993 3,682.04 3.70 
 
3.5 QTL mapping 
 
QTL mapping was performed for POL%C, BRIX, SD and FIB traits [10] by 
applying a CIM model [61] to the integrated genetic map. Considering all traits, 24 cofactors 
were found for each location, Araras and Ipaussu. The trait with more cofactors was SD, with 
eight cofactors identified for each location (Supplementary Table 2). 
To declare the significant QTLs, a permutation test was performed for each 
phenotype [96]. The values of the 𝐿𝑂𝐷 score threshold for BRIX, POL%C, SD and FIB at 
Araras and Ipaussu were 3.79 and 3.77, 3.80 and 3.86, 4.20 and 4.28, and 4.45 and 4.14, 
respectively. In this case, we were able to declare seven QTLs. For the respective locations, 
Araras and Ipaussu, BRIX had two and one QTLs, POL%C had one and one QTL, SD had 
zero and one QTL, and FIB had one and zero QTLs.  
The global 𝐿𝑂𝐷 score values ranged from 4.17 to 6.02, and the 𝑅2 values ranged 
from 2.71% to 9.19%. The highest 𝐿𝑂𝐷 score for the additive effect was 5.22 for parental 
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SP80-3280 for a QTL associated with BRIX at Araras (B1 at LG4). The highest 𝐿𝑂𝐷 score 
for the dominance effect was 3.93 for a QTL associated with FIB at Araras (FIB1 at LG46). 
The segregation patterns of the QTLs were as follows: 1:1 (42.85%), 1:2:1 (14.30%) and 3:1 
(42.85%). The results of the QTL mapping are summarized in Table 6 and Figure 3. 
For BRIX, two QTLs (B1 and B2) explained 10.54% of the phenotypic variation 
in Araras. The QTL identified in Ipaussu (B3 at LG4) was also part of a set found in Araras, 
i.e., it could be near in the LG at both locations and showed similar effects; this QTL had a 
significant additive effect for parental SP80-3280 and a segregation pattern of 1:1. In addition, 
the mapping analysis showed that the region of QTLs B1 and B3 at LG4 was also associated 
with POL%C (P1 and P2). QTLs for SD and FIB (SD1 and FIB1) showed larger dominance 
effects that were negative for SD and positive for FIB (Table 6 and Figure 3).  
 
3.6 Candidate gene identification 
 
Sequence homology was found for six out of seven adjacent markers of the 
mapped QTLs, with homologies for S. bicolor, Solanum tuberosum and Zea mays. A 
functional description of the sequences showed possible candidate genes for BRIX, SD and 
FIB traits, whereas the sequence from the marker associated with the QTL found for POL%C 
did not show homology or a characterized protein. Of the total mapped QTLs, three presented 
adjacent markers and were located in LG47 (B2), LG29 (SD1) and LG46 (FIB1) for BRIX, 
SD and FIB traits, respectively (Table 6 and Table 7). 
For BRIX, the QTL B2 had two adjacent markers that were each identified in a 
different reference. The region of the GBS-based marker SCSFAM1074E10_287, which 
originated from SUCEST sequences, showed homology with extended synaptotagmin-1-like, 
which is a member of a family of membrane-trafficking proteins. The second adjacent GBS-
based marker of this QTL, mf16592_3766, which originated from the methyl-filtered 
sugarcane genome, showed homology with a hypothetical protein in S. bicolor (Table 6 and 
Table 7).  
For SD, the QTL SD1 had two adjacent GBS-based markers, which were both 
identified from the sorghum genome. The markers sb2_61882838 and sb2_61882853 have a 
small physical distance in the sorghum genome and share almost the same sequence, which 
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Table 6 - QTLs mapped for BRIX, POL%C, SD and FIB traits by applying a CIM model in Araras (Location 1) and Ipaussu (Location 2). 
(1) LG: Linkage groups; Position (cM): QTL position on LG; (2) Adjacent markers for QTLs and associated LODs; (3) Explained phenotypic variation; (4) Additive effects of parents and dominance 
effects; (5) LODs of the additive and dominance effects; (6) Estimation of the segregation pattern of the QTLs. 
 
 
Table 7 - Functional description of the sequences that gave rise to adjacent markers of the mapped QTLs for the traits BRIX, POL%C, SD and FIB, 
and references regarding their functions in plants. 
 
 
 
 
Location QTL Trait LG(1) 
Position 
(cM)(1) Flanking Markers(2) 
Global 
LOD(2) R2 (3) 
Additive  
effect  
SP80-3280(4) LOD(5) 
Additive  
effect 
RB835486(4) LOD(5) 
Dominance 
effect(4) LOD(5) Segreg.(6) 
1 B1 BRIX 4 43.32 mf60753_2013 (QTL) 5.75 9.19 -0.31 5.22 0.08 0.25 0.04 0.09 1:1 
1 B2 BRIX 47 40.00 SCSFAM1074E10_287 - QTL - mf16592_3766 4.79 4.78 -0.23 2.22 0.28 3.77 -0.17 1.26 3:1 
2 B3 BRIX 4 43.32 mf60753_2013 (QTL) 4.24 7.65 -0.23 3.84 0.06 0.16 0.01 0.01 1:1 
1 P1 POL%C 4 43.32 mf60753_2013 (QTL) 4.18 8.10 -0.23 4.14 0.14 0.84 0.08 0.27 1:2:1 
2 P2 POL%C 4 43.32 mf60753_2013 (QTL) 4.17 8.09 -0.23 4.13 0.14 0.83 0.08 0.27 1:1 
2 SD1 SD 29 2.00 sb2_61882838 - QTL - sb2_61882853 6.02 5.38 0.36 1.66 0.64 4.57 -0.54 3.32 3:1 
1 FIB1 FIB 46 171.00 sb1_29954417 - QTL - mf125302_409 4.77 2.71 -0.47 3.11 -0.75 3.95 0.38 3.93 3:1 
Marker QTLs LG Locations Traits Description e-value Reference  
mf60753_2013 B1, B3, P1, P2 4 1 and 2 BRIX and POL%C No homology found - - 
SCSFAM1074E10_287 B2 47 1 BRIX Extended synaptotagmin-1-like [Zea mays] 2.6e-26 [138-140] 
mf16592_3766 B2 47 1 BRIX Hypothetical protein SORBIDRAFT_03 g038130 [Sorghum bicolor] 1.2e-18 Unknown function 
sb2_61882838 SD1 29 2 SD Hypothetical protein SORBIDRAFT_02 g026690 [Sorghum bicolor] 4.0e-13 Unknown function 
sb2_61882853 SD1 29 2 SD Hypothetical protein SORBIDRAFT_02 g026690 [Sorghum bicolor] 4.0e-13 Unknown function 
sb1_29954417 FIB1 46 1 FIB Transposon mutator sub-class [Sorghum bicolor] 2.0e-177 [141,142]. 
mf125302_409 FIB1 46 1 FIB Zinc finger protein CONSTANS-LIKE 15 [Solanum tuberosum] 0.0 [146,149,150]  
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Figure 3 - Composite interval mapping (CIM) for soluble solid content (BRIX, in °Brix), 
sucrose content of cane (POL%C, in %), stalk diameter (SD, in mm) and fiber content (FIB, 
in %) from the SP80-3280 and RB835486 F1 population. Blue and yellow dotted lines 
indicate the 𝐿𝑂𝐷 thresholds for Ipaussu-SP and Araras-SP, respectively, obtained after 
permutation tests. The portions highlighted in gray in the linkage groups show the positions of 
the QTLs. 
 
was determine by homology analysis. These two markers showed homology with a 
hypothetical protein in S. bicolor (Table 6 and Table 7).  
For FIB, the QTL FIB1 had two adjacent GBS-based markers from two distinct 
references. Moreover, each of the two adjacent markers showed a different homology. The 
region of the sb1_29954417, which originated from sequences of the sorghum genome, had 
homology with transposon mutator sub-class, and the second adjacent marker, 
mf125302_409, which originated from the methyl-filtered sugarcane genome, had homology 
with zinc finger protein CONSTANS-LIKE 15 (Table 6 and Table 7).  
 
4. Discussion  
 
The simultaneous identification and genotyping of SNPs and indels is possible 
because of important recent advances in sequencing [41-49]. GBS is the preferred high-
throughput genotyping method for plants with some level of genetic complexity; this method 
involves complexity reduction and multiplex sequencing to produce high-quality 
polymorphism data at a relatively low cost per sample [100]. Using four pseudo-references to 
discover GBS-based markers, we obtained more markers suitable for linkage analysis (Table 
3) than any other previously published study on sugarcane mapping. The strategies adopted 
for the discovery of GBS-based markers allowed us to relate the sugarcane markers to 
sorghum chromosomes [72] and to potential genetic regions sampled from the methyl-filtered 
sugarcane genome [71], RNA-seq sugarcane transcriptome [65] and SUCEST project 
sequences [64].  
The highest alignment (87.94%) of the 3.1 million resulting tags against the 
methyl-filtered sugarcane genome also reflects most of the high-quality SDMs (Table 2). This 
great alignment rate may be related to the greater amount of scaffolds for this reference 
compared with the other three references and to the fact that the PstI enzyme used for library 
formation is sensitive to DNA methylation [101]; thus, more polymorphic sites are expected 
from the methyl-filtered genome. Additionally, GBS-based markers had more markers 
mapped to parent SP80-3280 than to parent RB835486 (Table 4). This result can be explained 
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by the possible presence of more PstI enzyme restriction sites in cultivar SP80-3280 than in 
RB835486, leading to more polymorphic sites in the first cultivar, as shown for barley 
cultivars by Liu et al. [53]. Furthermore, inconsistencies in the number of sites sequenced per 
sample [101] and in the number of reads per site [102,103], in addition to the filtering steps 
applied to the GBS libraries to obtain the markers, can influence the observed result. Other 
factors that can influence these results are the quality and quantity of the biological replicates 
used for GBS-based marker calling. Because the sequencing of the samples can present 
failures that will be included in the downstream process, better dosage and ploidy level 
estimates for each marker in the SUPERMASSA software can be hampered. 
The analysis of the loci with high coverage that were filtered for missing data 
after analysis using SUPERMASSA software showed that for the ploidy levels under 
consideration, the number of loci varied within each ploidy class (Figure 1), suggesting that 
the number of chromosomes within the HGs is not constant in sugarcane, as reported 
previously [39,104]. As stated by Garcia et al. [39], technique artifacts yielding either strong 
bias or too much noise should explain marker misclassification, i.e., loci not included in the 6-
14 expected ploidy range. In fact, the graphical Bayesian model used in the analyses benefits 
smaller ploidies due to parsimony when the skewed clusters are confounded or, conversely, 
favors a higher number of clusters by attempting to explain a diffuse scatterplot [105]. In 
addition, Garcia et al. [39] hypothesized that poor-quality data can also be generated by 
biological events such as copy number variations or paralogous regions. We used the same ad 
hoc criteria as Garcia et al. [39] to classify each locus into one quality category based on the a 
posteriori probabilities for each ploidy category A as represented by 60.4% of loci of all 
ploidies on average (Figure 1), which is smaller than the 77.6% of Sequenom-based data that 
were previously studied [39]. The GBS read count data worked slightly poorer because of 
their broad genome coverage and eventual technique artifacts. Despite this reduction, a large 
part of the loci could be further exploited for mapping purposes. 
The presence of repeat elements, paralogs, and incomplete or inaccurate reference 
genome sequences can create ambiguities in GBS-based marker calling [106]. After we 
selected the loci that were classified into category A and ploidies ranging from 6 to 14 (Table 
2), we continued on to the final steps of quality control and redundancy analyses that showed 
a low redundancy considering simultaneously all four references. Aitken et al. [35] presented 
the first sugarcane genetic map with DArT markers and did not remove any redundant 
markers. Sugarcane has a large and complex genome, and a low level of redundancy is 
important for showing the true coverage of the genome. Heslot et al. [51] showed that DArT 
75 
 
 
markers were significantly more redundant than GBS markers, and they suggested that GBS 
markers were significantly more evenly distributed across the wheat genome. These authors 
also concluded that GBS is the platform for further genomic selection in addition to diversity 
analyses.  
The integrated genetic map of sugarcane obtained in this paper presents 
improvements in comparison with previous works. Here, the number of markers used for 
linkage analysis is more than twice the number of markers used for the development of the 
largest map [35]. Furthermore, this genetic map of sugarcane is the first to use a high-
throughput approach for genotyping. Co-dominant biallelic markers can segregate in a 1:2:1 
fashion (‘B3’ cross type), which is even more informative for map integration purposes. The 
previously published genetic maps had molecular markers even when the potentially co-
dominant were treated as dominant. The mapping population was formed by a cross between 
polyploid heterozygous parents, and for each segregating loci, there could be different 
numbers of segregating alleles and different dosages that are potentially expressed. Thus, 
accessing the dosage information of the SDMs with a segregation pattern of 1:2:1 was 
important; the double SDMs with a segregation pattern of 3:1 (‘C8’ type) were also important. 
This information was used to construct an integrated genetic map for sugarcane that increased 
the genome coverage.  
The 223 LGs obtained here had a cumulative map length of 3,682.04 cM and an 
average marker density of 3.70. The number of LGs exceeds the number of chromosomes of 
modern sugarcane cultivars, which can range from 100 to 130 [1,9], and 56 LGs showed 
lengths shorter than 2 cM. This result indicates that gaps remain in our knowledge of most 
chromosomes, showing that the map is not well saturated. In 2007, Oliveira and collaborators 
[38] claimed that because there is a constraint to discarding markers in multiples doses, i.e., 
duplexes of monoparental origin, triplex or higher multiplex markers, gaps are evidently 
expected; the same discussion should be applied to this study. The number of unlinked 
markers (87.07%) is higher than that obtained in other sugarcane maps [4,31,35,37,38,80,107-
109] and reflects the highly stringent criteria used to construct an integrated genetic map of 
sugarcane that is reliable for performing QTL mapping analysis. 
To increase the understanding of the genetic architecture of sugarcane, a 
necessary requirement is the availability of good genetics maps, i.e., maps with a high density 
of markers and with high coverage of the genome [110-112]. The complexity of the sugarcane 
genome, the cost of generating a large number of markers, and the absence of a statistical 
genetic model that could consider other segregation ratios beyond 1:1, 1:2:1 and 3:1 have 
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limited the development of high-density genetic maps. These limitations have delayed 
practical applications of genomic tools in sugarcane, in contrast to other crops that have 
already advanced to MAS and genomic selection. Sugarcane still does not have its genome 
completely sequenced, and sorghum genome is widely recognized as a reference genome for 
comparative analysis with sugarcane [67]. The origin of modern sugarcane cultivars raises 
issues that are related to not only the extent and nature of the divergence of the sugarcane and 
sorghum genomes but also the relations (in terms of meiosis and dosage) among 
homo(eo)logous loci [67]. Differences in chromosome structures between the ancestor species 
and pairing behavior in modern cultivars suggest that the hybrid monoploid number is likely 
to be greater than 10 in sugarcane hybrids [38,113]. Probably because of aneuploidy, an 
unequal number of chromosomes in each HG is likely to occur; this inequality was reflected 
in the 18 HGs with differences in genome coverage. Moreover, translocation events may have 
occurred in sugarcane between regions equivalent to sorghum, as discussed previously 
[27,28,114-117]. Although these comparative studies proposed hypotheses about the 
evolutionary aspects of sugarcane and sorghum, the results showed variations that were 
primarily derived from the low resolution of the genetic maps used and to the coverage of the 
sugarcane genome. In addition, it is important to highlight that advances in the assembly of 
polyploid genomes will enable the use of the full sugarcane genome as a reference in the 
future [118]. 
The genetic maps and field data obtained through designed experiments are 
required for mapping studies. For sugarcane, multiple harvest-location trials may be used to 
infer the genetic architecture of quantitative traits. However, this inference makes the data 
analysis more complex and challenging because of the interactions that it generates, e.g., 
genotype by environment interactions. To solve this problem, a mixed model approach has 
been used to obtain highly accurate genetic estimates [10,31,119], and for segregating 
populations, these results will be the input for QTL mapping.  
In this study, QTL mapping was performed by applying the statistical model 
proposed by Gazaffi et al. [61], which extends the CIM [63] for a full-sib progeny. The 
primary advantage of CIM is that it is more precise and effective at mapping QTLs in 
comparison with single-marker analysis and IM, especially when QTLs are present outside 
the mapping window [63]. The results obtained from the CIM method are usually comparable 
to those obtained from multi-QTL analysis if a high-density genetic map is employed to better 
represent the number of loci underlying the quantitative traits [78]. Several QTL mapping 
studies in sugarcane have been published [31,34,60,80,120-135]. The comparison between the 
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results may be biased by several issues, such as the different rates of polymorphisms in 
parents, the number of progeny, the evaluation methodologies for phenotypic traits, the 
methodologies used for QTL detection, genetic map contruction, and experimental design, 
among others. For example, Pastina et al. [31] worked with a population of 100 individuals 
from a cross between cultivars SP80-180 and SP80-4966 to construct an integrated genetic 
map that was 2,468.14 cM in length. These researchers used IM to test presence of putative 
QTLs and a multi-QTL model to declare QTLs and found 46 QTLs. There were 13 mapped 
QTLs for the tonnes of cane per hectare (TCH), 14 for sugar content in tonnes of sucrose per 
hectare (TSH), 11 for FIB and eight for POL%C. Singh et al. [34] studied the progeny of 207 
individuals derived from a cross between cultivars Co86011 and CoH70, and they constructed 
two separate genetic maps, one for each parent. Through the CIM model, these researchers 
found 31 QTLs, with seven for BRIX and four for stalk number (SN). Thus, specific 
objectives must be taken into consideration for QTL mapping in sugarcane.  
For QTL mapping in this study, we performed a permutation test to obtain the 
threshold for declaring significant QTLs [96]. The CIM model was a useful tool once it was 
able to identify regions with next QTL considering Araras and Ipaussu over the harvests 
(three years of evaluations). Seven QTLs were identified, being that a region located in LG4 
at 43.32 cM showed QTLs for BRIX (B1-B3) and POL%C (P1-P2). The marker associated 
with the QTLs was identical for both traits, and the region that gave rise to this marker could 
be evaluated for future applications by sugarcane breeding programs. POL%C and BRIX are 
correlated traits [10], and although the commercial cultivars used as parents of the mapping 
population presented a small contrast in terms of phenotypic averages, especially for sucrose 
content, these results show that a combination of different alleles in each parent segregates 
and contributes to the observed variation in progeny. Furthermore, this result was expected 
because the parents of the mapping population are cultivars that were improved primarily to 
increase the sucrose content.  
The percentage of phenotypic variation explained by each QTL ranged from 
2.71% (FIB1) to 9.19% (B1) for Araras and from 5.38% (SD1) to 8.09% (P1) for Ipaussu. 
The sampling of the genome in single doses requires that QTL also segregate as single doses. 
Furthermore, the use of improved parents that have close phenotypic averages and that have 
some level of fixed alleles for traits of interest could decrease the chances of detecting QTLs 
with high rates of explained phenotypic variation. Nevertheless, the QTLs described here can 
be considered reliable because they have all taken into account the phenotypic average of 
three harvests and because one of them remained next between locations. 
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The common markers between locations could be regarded as potential regions to 
search genes that are involved in controlling quantitative traits. Because sugarcane is a 
clonally propagated crop when a strong marker-QTL association is detected in a full-sib 
progeny, it has an immediate impact on crop improvement via molecular marker selection 
because there is almost no further probability of crossover between the marker and the QTL 
[34]. Candidate genes for mapped QTLs could be inferred by homology analysis of sequences 
that originated from the associated markers. For the BRIX trait, we can highlight the 
homology of the marker SCSFAM1074E10_287, located in QTL B2, with extended 
synaptotagmin-1-like, which is a member of a membrane-trafficking protein family that is 
characterized by an N-terminal transmembrane region, a linker of variable size, and two C-
terminal C2 domains in tandem [136]. C2 domains, identified as a conserved sequence motif 
in protein kinase C [137], are autonomously folded protein modules that generally act as 
calcium (Ca
2+
) and phospholipid-binding domains and that were shown to represent 
autonomously folded Ca
2+
-binding domains in synaptotagmins [138]. In addition, Ca
2+
 acts as 
a second messenger in the signal transduction pathways of hormones and environmental 
stimuli (touch, wind, chilling, light, and elicitors) [139], and several proteins that are involved 
in photosynthesis depend on Ca
2+
 [140]. Therefore, this homology could indicate some 
activity related to sugar transport between cells or organelles and mediated through Ca
2+
 
sensors. Further studies are needed to expand this inference in pathways and regulatory 
networks for sugarcane. 
For the FIB trait, a QTL (FIB1) showed different homology for each of the two 
adjacent markers and we can highlight the homology of the marker mf125302_409 with zinc 
finger protein CONSTANS-LIKE 15. The CONSTANS (CO) protein is a zinc finger 
transcription factor that contain two conserved domains (i.e., a B-box zinc finger domain and 
a CCT [CO, CO-like, TOC1] domain), located in the region near the amino- and carboxy-
terminus, respectively [145,146]. The CO proteins play a central role in the photoperiod 
pathway of Arabidopsis by mediating the circadian clock and floral integrators via positive 
regulation of FLOWERING LOCUS T expression [147-149]. In cotton (Gossypium spp.), 
which is the most important natural source of fiber for the textile industry, the CO5 protein 
(CONSTANS-LIKE 5) was up-regulated for cell wall modification and developing fibers in 
MD52ne, a near-isogenic line. Furthermore, using an F2 population derived from a cross 
between MD52ne and MD90ne, stable QTLs for bundle fiber strength and fiber length were 
found, and CO5 was present on the QTL region for fiber length [150]. Therefore, although 
structural and organizational characterization of transposons detected by homology analysis is 
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necessary, the QTL region for the FIB trait could be associated with plant development and 
regulatory networks of cell wall formation in sugarcane. 
 
5. Conclusions 
 
Our understanding of the genetic architecture of traits of interest in sugarcane is 
increasing with the development of new analytical methods. The estimation of ploidy and 
allelic dosage through markers generated by GBS as well as the inclusion of these markers in 
an integrated genetic map of sugarcane were first observed in this study, and these markers 
showed great potential for QTL mapping. The CIM approach that provided additive and 
dominance effects and estimated the segregation patterns for all mapped QTLs was efficient 
for detecting possible stable QTLs among the evaluated locations. The verification of 
candidate genes for mapped QTLs showed great importance for new insights into the 
comprehensive relations between phenotypes and genotypes. It is still necessary to develop 
statistical approaches to enable the inclusion of markers at multiple doses to enhance the 
coverage by linking the SDMs that are pulverized by the genome. Moreover, QTL mapping 
with markers in multiple doses must be considered a major step in the understanding of 
regions that control quantitative traits in polyploid organisms and perhaps permit the 
verification of the allelic expression of phenotypic traits in the future. 
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Supplementary Material 
 
Supplementary Table 1 - BOWTIE2 alignment results of 3,103,708 million GBS tags in 
absolute and relative (in parentheses) values. 
 
GBS-TASSEL 
pipeline pseudo-
references 
Non-aligned tags 
Aligned tags 
Overall 
alignment 
Unique 
alignment 
Non-unique 
alignment 
Methyl-filtered 
sugarcane genome  
374,251 
(12.06%) 
2,729,457 
(87.94%) 
1,823,623 
(58.76%) 
905,834 
(29.18%) 
Sorghum bicolor 
genome (v. 2.1)  
1,791,047 
(57.71%) 
1,312,661 
(42.29%) 
1,060,705 
(34.17%) 
251,956 0 
(8.12%) 
RNA-seq sugarcane 
transcriptome  
1,907,985 
(61.47%) 
1,195,723 
(38.53%) 
1,099,697 
(35.43%) 
96,026 0 
(3.10%) 
SUCEST project 
sequences  
2,362,171 
(76.11%) 
741,537 
(23.89%) 
256,450 0 
(8.26%) 
485,087 
(15.63%) 
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Supplementary Table 2 – Markers selected as cofactors for mapping through the composite interval mapping (CIM) model for the soluble solid 
content (BRIX, in °Brix), sucrose content of cane (POL%C, in %), fiber content (FIB, in %) and stalk diameter (SD, in mm) traits for the 
locations Araras-SP and Ipaussu-SP. 
Location Trait LG 
Marker selected as cofactors  
for the CIM model 
Location Trait LG 
Marker selected as cofactors  
for the CIM model 
Araras BRIX 4 mf60753_2013 Araras FIB 122 sb9_2129715 
Araras BRIX 6 mf62649_246 Araras FIB 124 mf333_8772 
Araras BRIX 26 sb8_1755137 Araras FIB 167 mf173642_165 
Araras BRIX 42 mf229549_282 Ipaussu FIB 47 sb3_72607370 
Araras BRIX 47 SCSFAM1074E10_287 Ipaussu FIB 54 sb3_63080136 
Ipaussu BRIX 4 mf60753_2013 Ipaussu FIB 60 mf39868_1370 
Ipaussu BRIX 6 mf62649_246 Ipaussu FIB 124 mf333_8772 
Ipaussu BRIX 26 sb8_1755137 Ipaussu FIB 167 mf173642_165 
Ipaussu BRIX 42 mf229549_282 Araras SD 7 sb1_60124665 
Ipaussu BRIX 46 mf209_8523 Araras SD 35 SCJFFL1C04F08_496 
Ipaussu BRIX 98 mf17470_1855:rna71385_1041 Araras SD 106 rna104430_132 
Araras POL%C 4 mf60753_2013 Araras SD 133 rna74863_164 
Araras POL%C 6 mf62649_246 Araras SD 146 sb10_12120909 
Araras POL%C 26 sb8_1755137 Araras SD 150 rna90367_978 
Araras POL%C 42 mf229549_282 Araras SD 174 mf56117_119 
Araras POL%C 51 sb3_72553815 Araras SD 218 rna42720_590 
Ipaussu POL%C 4 mf60753_2013 Ipaussu SD 7 sb1_60124665 
Ipaussu POL%C 6 mf62649_246 Ipaussu SD 13 sb1_3852034 
Ipaussu POL%C 26 sb8_1755137 Ipaussu SD 35 SCJFFL1C04F08_496 
Ipaussu POL%C 42 mf229549_282 Ipaussu SD 96 rna73797_179 
Ipaussu POL%C 51 sb3_72553815 Ipaussu SD 106 rna104430_132 
Araras FIB 46 rna90267_787 Ipaussu SD 133 rna74863_164 
Araras FIB 47 sb3_72607370 Ipaussu SD 150 rna90367_978 
Araras FIB 60 mf39868_1370 Ipaussu SD 174 rna43594_177 
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Supplementary Figure 1 - Genetic map of sugarcane that was generated with a 
population of 151 full sibs that originated from a commercial cross between the 
cultivars SP80-3280 and RB835486. The linkage groups (LGs) were separated into 18 
homo(eo)logous groups (HGs). The numbers on the left of the LGs are the cumulative 
genetic distances in Kosambi centimorgans. The marker names are shown on the right. 
Markers corresponding to each sorghum chromosome are highlighted in different 
colors. 
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Supplementary Figure 1 - Continued. 
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Supplementary Figure 1 - Continued. 
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Resultados complementares 
 
Este tópico foi adicionado para melhor entendimento da análise de 
redundância entre marcadores baseados em GBS e da análise de construção do mapa 
genético de ligação, ambas apresentadas no Capítulo 2. 
 
1. Análise de redundância entre marcadores baseados em GBS 
 
Após os marcadores baseados em GBS passarem pela análise no software 
SUPERMASSA para estimativa da ploidia e da dosagem alélica, àqueles em dose única e 
com ploidias entre 6 e 14 foram inspecionados para redundância dentro de cada 
referência e entre referências baseado na chamada dos genótipos, ou seja, locos com 
padrões de segregação duplicados dentro e entre referências tiveram uma única 
chamada levada para análise de ligação, sendo armazenada a relativa informação de 
redundância. Um exemplo da verificação de redundância pode ser vista na Tabela 1.  
 
Tabela 1 - Chamada de 10 genótipos da população de mapeamento para seis 
marcadores baseados em GBS (Genotyping-by Sequecing) identificados com base nas 
quatro pseudo-referências: genoma do Sorghum bicolor (sb), genoma metil-filtrado da 
cana-de-açúcar (mf), transcriptoma da cana-de-açúcar RNA-seq (rna) e sequências dos 
projeto SUCEST (SC). 
 Genótipos 
Marcadores 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 
sb1_1 a b b ab a a ab ab a b 
sb8_3 a b b ab a a ab ab a b 
mf12_1 ab b a ab b a a ab a a 
rna31_4 ab b a ab b a a ab a a 
SC3_6 ab b a ab b a a ab a a 
mf25_9 a ab b ab a b ab a a ab 
 
No exemplo, apenas o marcador mf25_9 não apresentou redundância nos 
genótipos avaliados. Os marcadores sb1_1 e sb8_3 tiveram o mesmo padrão de 
segregação e devem ter apenas uma única chamada levada para a análise de ligação; 
sb1_1:sb8_3. Da mesma forma, foram redundantes os marcadores mf12_1, rna31_4 e 
SC3_6, e também devem ter uma única chamada na análise de ligação: 
mf12_1:rna31_4:SC3_6.  
Apesar dos marcadores apresentarem posições físicas diferentes (por 
exemplo, sb1_1 e sb8_3 ancorados no cromossomo 1 e 8, respectivamente, de Sorghum 
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bicolor), na análise de ligação estes marcadores estariam sobrepostos na mesma posição 
do mapa genético. 
 
2. Construção do mapa genético de ligação 
 
Através dos marcadores moleculares em doses únicas oriundos de GBS, de 
SSR e de TRAP, avaliados na população de mapeamento originada a partir do 
cruzamento entre os cultivares SP80-3280 e RB835486, foram gerados cinco mapas 
genéticos de ligação integrados (Tabela 2) utilizando o software Onemap (v. 2.0-4) e os 
comandos citados em Material e métodos, item “2.4 Linkage map construction and 
homo(eo)logous group assignment”, do Capítulo 2. O Mapa E foi utilizado para o 
mapeamento de QTLs por ter a melhor densidade de marcadores e pelos heatmaps dos 
grupos de ligação mostrarem bom ordenamento dos marcadores.  
 
Tabela 2 - Número de grupos de ligação, número de marcadores mapeados, tamanho 
total do mapa em centimorgans (cM) e densidade de marcadores dos cinco mapas 
genéticos de ligação integrados gerados a partir dos marcadores moleculares oriundos 
de GBS (Genotyping-by-Sequecing), microssatélites (Simple Sequence Repeats, SSR) e 
TRAP (Target Region Amplification Polymorphism) avaliados na progênie do 
cruzamento entre os cultivares SP80-3280 e RB835486. 
  Mapa A Mapa B Mapa C Mapa D Mapa E 
Número de grupos de ligação 500 580 609 330 223 
Número de marcadores mapeados 2,293 1,968 1,834 1,276 993 
Tamanho total do mapa (cM) 16,485.51 10,178.01 7,657.37 5,928.09 3,682.04 
Densidade de marcadores 7.19 5.17 4.17 4.64 3.70 
 
Os Mapas A, B, C e D foram construídos utilizando 𝐿𝑂𝐷 score > 9.0 e 
fração de recombinação < 0.15 e o Mapa E com 𝐿𝑂𝐷 score > 9.0 e fração de 
recombinação < 0.10. Em adição, os Mapas A, B e C tiveram excluídos grupos de 
ligação menores que 1 centimorgan (cM), enquanto que os Mapas D e E tiveram 
excluídos grupos de ligação menores que 1 cM e com duas marcadores. 
Um grupo de ligação com bom ordenamento de marcadores apresenta 
heatmap com cores quentes ao longo da diagonal e cores frias nos extremos (Margarido 
et al., 2007). Um exemplo de bom ordenamento pode ser visto na Figura 1. Assim, com 
a inspeção visual dos heatmaps de cada grupo de ligação foi possível melhorar o 
ordenamento dos marcadores e, consequentemente, a densidade de marcadores.  
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A técnica de GBS juntamente com as estimativas de ploidia e dosagem 
alélica, realizadas através do software SUPERMASSA, permitiram a utilização de 
marcadores com segregação 1:2:1 na construção do mapa genético. Estes marcadores 
são importantes para construção de mapas genéticos integrados, assim como os 
marcadores com segregação 3:1 obtidos a partir de SSR e TRAP. No entanto, 
aumentando a quantidade dessas classes de segregação, também aumentamos as 
chances de obtenção de grandes grupos de ligação, os quais apresentam dificuldade para 
ordenamento dos marcadores e precisam ser quebrados em grupos menores (Figura 2). 
 
 
Figura 1 - Heatmap com cores quentes ao longo da diagonal e cores frias nos extremos 
indicando bom ordenamento dos marcadores dentro de um grupo de ligação (Margarido 
et al., 2007). As cores quentes acima e abaixo da diagonal representam maiores valores 
de 𝐿𝑂𝐷 score e menores valores de fração de recombinação, respectivamente.  
 
Desta forma, um exemplo do procedimento realizado em cada grupo de 
ligação do Mapa A até chegar ao Mapa E é apresentado na Figura 3. A partir de um 
grupo de ligação com 19 marcadores e tamanho de 199.25 cM, foram obtidos dois 
grupos menores com 3.82 cM e 1.51 cM, os quais fazem parte do Mapa E. Neste caso, 
deixamos de utilizar 12 marcadores, no entanto os grupos menores foram formados 
utilizando critérios rigorosos como 𝐿𝑂𝐷 score > 9.0 e fração de recombinação < 0.10 e 
representam porções confiáveis da estrutura genética da cana-de-açúcar. Em adição, 
estes grupos menores poderão compor um grupo maior com bom ordenamento quando 
mais marcadores forem amostrados na população de mapeamento. Desta forma, a 
utilização de um mapa com grupos de ligação menores, mas com bom ordenamento e 
densidade de marcadores, como o Mapa E, eleva a possibilidade de detecção de QTLs 
também confiáveis, como observado no Capítulo 2. 
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Figura 2 - Heatmap de um grupo de ligação do Mapa A formado quando utilizados 𝐿𝑂𝐷 score > 9.0 e fração de recombinação < 0.15. Este 
grupo de ligação contou com 52 marcadores e apresentou tamanho total de 517.74 centimorgans (cM). Do total de marcadores, 10 e 42 são da 
classe de segregação 1:2:1 (indicados pela seta) e da classe de segregação 1:1 (25 marcadores D1.10, 13 marcadores D2.15 e 4 marcadores 
D2.18), respectivamente.  
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Figura 3 - Heatmaps exemplificando a obtenção do melhor ordenamento dentro de um grupo de ligação a partir do Mapa A até chegar ao Mapa 
E. O grupo de ligação obtido com o Mapa A (1) tem tamanho de 199.25 centimorgans (cM) e foi quebrado em outros três grupos menores (2, 3 e 
4), os quais fazem parte do Mapa B. Os dois grupos menores que 1 centimorgan (cM) (3 e 4) foram excluídos e o grupo de tamanho maior, com 
60.77 cM (2), foi quebrado em outros dois grupos com 16.23 cM (5) e 29.04 cM (6). Estes dois grupos fizeram parte dos Mapas C e D, visto que 
foram maiores que 1 cM e apresentaram mais que dois marcadores. O grupo 5 perdeu um marcador para formar o grupo 7 com 3.82 cM, 
enquanto que o grupo 6 perdeu dois marcadores para formar o grupo 8 com 1.51 cM. 
a 
Mapa A  Mapa B Mapa C e Mapa D Mapa E 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
105 
 
 
Discussão geral 
 
Aumentar a produtividade da cana-de-açúcar é uma árdua tarefa para agricultores, 
melhoristas e pesquisadores das áreas correlatas à cadeia produtiva. Além de dificuldades de 
diversas origens e magnitudes que o setor sucroenergético enfrenta constantemente (como por 
exemplo, crises financeiras internas e oscilações de preço do açúcar no mercado 
internacional) o pouco entendimento sobre a organização genética da cana-de-açúcar é um 
complicador a mais e que tem reflexo direto sobre o avanço de tecnologias moleculares 
importantes para esta cultura. Diferentemente do que ocorre para milho e soja, por exemplo, a 
cana-de-açúcar ainda caminha vagorasamente para utilizar marcadores moleculares no 
processo de seleção de novas cultivares. Essa lentidão não pode ser considerada como 
desinteresse de pesquisadores ou pela inexistência de pessoas qualificadas, pelo contrário, 
muitos grupos de pesquisa em diversas partes do mundo têm dedicado esforços para buscar o 
entendimento necessário sobre a complexidade genética da cana-de-açúcar e desenvolver 
novas ferramentas de geração e de análise de dados que almejam também a melhoria dos 
rendimentos agrícolas. No entanto, os investimentos para alavancar as pesquisas nesta área 
ainda estão abaixo do esperado frente à elevada complexidade do genoma da cana. 
Diante de um cenário de estabilização dos ganhos genéticos relatada por alguns 
trabalhos, a utilização de ferramentas mais refinadas de análise de dados fenotípicos pode 
contribuir para obtenção de melhores estimativas e consequentemente melhores tomadas de 
decisões. Um programa de melhoramento genético convencional de cana-de-açúcar pode 
levar 15 anos para liberar comercialmente um novo cultivar. Todo o processo de seleção é de 
alto custo e envolve avaliações fenotípicas de diversas características em milhares de clones 
sendo que os melhores clones ainda são avaliados em vários locais. Assim, é fundamental que 
a metodologia de obtenção dos dados fenotípicos seja feita de forma padronizada e 
consistente, e que toda a análise desses dados seja realizada para considerar às complexas 
relações entre genótipos e ambientes. Em adição, experimentos realizados a campo devem ser 
conduzidos com rigor desde as fases iniciais do melhoramento, com utilização de padrões 
para comparação e delineamento estatístico adequado, a fim de garantir que as estimativas 
genéticas reflitam o real potencial de cada clone avaliado.  
Os modelos mistos para análise de dados fenotípicos podem assumir 
heterogeneidade de variâncias genéticas e considerar dados perdidos, dados desbalanceados e 
acessar correlações genéticas entre ambientes, o que os torna apropriados para obtenção das 
estimativas dos valores genéticos de melhoramento, diretamente relacionados com 
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herdabilidade e ganho genético, em comparação com a simples média aritmética a qual foi e 
ainda é comumente praticada por programas de melhoramento para ranqueamento de clones 
durante as etapas de seleção. Demonstramos que as matrizes de efeitos genéticos (𝑮𝒑) podem 
ser diferentes para as características fenotípicas avaliadas e que também são diferentes quando 
comparadas famílias oriundas de backgrounds genéticos distintos. Em adição, verificamos 
que essas diferenças também podem acontecer para as matrizes de efeitos residuais (𝑹). Estes 
resultados são indicativos da complexa relação entre características e os ambientes. Os 
modelos mistos lineares para análise dos componentes de produção e o modelo misto linear 
generalizado para análise dos dados de severidade à ferrugem marrom foram eficientes na 
estimativa dos parâmetros genéticos e são ferramentas úteis na investigação de 
heterogeneidade de variâncias e correlações genéticas entre ambientes. Aliando experimentos 
a campo bem conduzidos com análise de dados capaz de obter importante informação acerca 
dos parâmetros genéticos, é possível orientar melhor os cruzamentos e selecionar os 
indivíduos mais produtivos de uma família durante as etapas de seleção de um programa de 
melhoramento. Os valores genéticos (best linear unbiased estimation, BLUP), dos indivíduos 
de uma família ainda podem ser utilizados por programas de mapeamento genético para 
identificação de regiões genômicas que controlam cacterísticas de interesse comercial em 
cana-de-açúcar. 
A construção de mapas genéticos e o mapeamento de QTLs em organismos 
poliploides, como a cana-de-açúcar, são importantes para aumentar o conhecimento acerca da 
organização do genoma e abrir caminho para a utilização da seleção assistida por marcadores. 
Mapas genéticos com alta densidade de marcadores e alta cobertura do genoma são bons para 
atingir os objetivos anteriormente citados. No entanto, a complexidade do genoma da cana-
de-açúcar (tamanho de aproximadamente 10 Gb, poliploide e com a ocorrência de 
aneuploidia), o custo para gerar grande quantidade de marcadores mapeáveis e a ausência de 
modelos genético-estatísticos capazes de considerar segregações de doses múltiplas tem 
limitado o desenvolvimento de mapas genéticos de alta densidade para esta cultura. Apesar 
dos esforços, ainda não temos publicado, até a data de redação desta tese, um genoma de 
referência completamente montado para cana-de-açúcar, fator que também dificulta a 
obtenção de mapas genéticos mais saturados, dentre outras atividades.  
O uso de técnicas baseadas em sequenciamento de nova geração, como o GBS, 
pode contribuir para obtenção de maior quantidade de marcadores úteis na construção de 
mapas genéticos. Demonstramos que o GBS tem grande potencial para identificação de 
marcadores moleculares, mesmo com o emprego de pseudo-referências, os quais podem ter a 
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ploidia e dosagem alélica estimadas através do software SUPERMASSA e serem utilizados 
para construção de um mapa genético integrado de cana-de-açúcar juntamente com 
marcadores SSR e TRAP. Este mapa foi apto para o mapeamento de QTLs para quatro 
características fenotípicas importantes em cana-de-açúcar e que haviam sido avaliadas 
anteriormente através de modelo misto linear: conteúdo de sólidos solúveis (BRIX), conteúdo 
de sacarose na cana (POL%C), conteúdo de fibra (FIB) e diâmetro de colmos (SD). Para 
cana-de-açúcar, é importante que um QTL seja mantido entre diferentes locais e ambientes. 
Assim, a região do genoma envolvida com a característica pode ser estudada com o intuito de 
contribuir para o desenvolvimento de cultivares ecléticas, ou seja, que apresentam alta 
produtividade em condições edafoclimáticas diversas. Nossos resultados sugerem que BRIX e 
POL%C têm QTLs estáveis entre os dois locais avaliados, Araras e Ipaussu. Em adição, como 
uma primeira abordagem, as sequências que originaram os marcadores que flanquearam as 
regiões de QTL passaram por análise de homologia para verificação e predição de possíveis 
genes candidatos. Apesar do número de genes nas regiões de QTL ser incerto, BRIX e FIB 
podem ter potenciais marcadores para iniciar estudos de seleção assistida em cana-de-açúcar. 
No entanto, é necessário que pesquisas mais detalhadas sejam conduzidas para determinar 
quais e quantos genes das regiões de QTL estão envolvidos com as características e quais os 
reais efeitos sobre o fenótipo.   
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Resumo dos resultados 
 
Os resultados obtidos e expostos a seguir de forma resumida demonstram que os 
objetivos inicialmente propostos foram alcançados. 
 
Capítulo 1 
 
• A abordagem de modelos mistos com a seleção de matrizes de variância-covariância, 
que avaliaram a heterogeneidade de variância genética e correlação genética entre 
ambientes para as características fenotípicas POL%C, POL%J, BRIX, TPH, TCH, 
SW, SN, SD, SH e FIB nas duas famílias de cana-de-açúcar (SR1 e SR2), permitiu 
obter estimativas eficientes dos parâmetros genéticos. Ao todo foram quatro os 
modelos selecionados: FA1, UNST, UNST ⨂ AR1 e UNST ⨂ UNST. 
 
• Na seleção dos modelos para a matriz de efeitos genéticos (𝑮𝒑) em SR1, as 
características SD, SW, BRIX, POJ%J, FIB, TCH e TPH tiveram os parâmetros 
genéticos estimados considerando estruturas de variâncias e covariâncias genéticas 
para local e colheita separadamente, ao passo que para as características SH, SN e 
POL%C, as estruturas de variâncias e covariâncias genéticas possuíam uma 
combinação fatorial local-colheita. Já em SR2, com exceção para a característica SW, 
todas as demais tiveram os parâmetros genéticos estimados considerando estruturas de 
variâncias e covariâncias genéticas que combinaram os fatores local e colheita. 
 
• Em geral, as herdabilidades em nível de média foram altas, variando de 0.78 (SH) a 
0.92 (SD) em SR1 e de 0.79 (POL%C) a 0.94 (SD) em SR2. 
 
• Foram detectadas 17 e 12 correlações genotípicas significativas entre as características 
avaliadas para SR1 e SR2, respectivamente. 
 
• A análise dos dados de reação à ferrugem marrom via modelo misto linear 
generalizado revelou que 66% e 32% dos clones em SR1 e SR2, respectivamente, 
possuem, no mínimo, 90% de probabilidade de serem resistentes a esta doença. 
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Capítulo 2 
 
• Utilizando a progênie do cruzamento entre as cultivares SP80-3280 e RB835486 
(denominada de SR1 no capítulo anterior), o protocolo GBS forneceu, após as etapas 
de avaliação de cobertura e filtragens, mais de 99 mil marcadores considerando quatro 
pseudo-referências para a cana-de-açúcar: genoma de sorgo (Sorghum bicolor), 
genoma metil-filtrado da cana-de-açúcar, transcriptoma da cana-de-açúcar (RNAseq) e 
sequências do projeto SUCEST.  
 
• Estes marcadores foram levados para estimação de ploidia e dosagem alélica no 
software SUPERMASSA. Dos mais de 99 mil marcadores, 12,551 foram classificados 
como de dose única. Os marcadores em dose única foram avaliados para redundância, 
restando 7,049 loci com chamada única. 
 
• Os 7,049 marcadores oriundos do protocolo GBS foram adicionados com 629 
marcadores em dose única baseados em gel (SSR e TRAP) para construção de um 
mapa genético integrado. 
 
• O mapa final obtido possui 993 marcadores mapeados distribuídos ao longo de 223 
grupos de ligação, 18 grupos de homo(eo)logia e com cobertura total de 3,682.04 cM. 
Com a estimativa do nível de ploidia e da dosagem alélica, foi possível incluir no 
mapa genético integrado marcadores com segregação 1:2:1 oriundos do GBS. 
 
• Utilizando mapeamento por intervalo composto, procedemos a análise de mapeamento 
de QTL para quatro (POL%C, BRIX, FIB e SD) das 11 características fenotípicas 
avaliadas no Capítulo 1. Foram encontrados sete QTLs, sendo três para BRIX, dois 
para POL%C, um para FIB e um para SD.  
 
• Os resultados da análise de mapeamento sugerem a presença de um QTL estável entre 
locais para conteúdo de sólidos solúveis (BRIX) e para teor de sacarose (POL%C). 
Além disso, QTLs para BRIX e teor de fibra (FIB) tiveram marcadores associados 
com genes candidatos com grande potencial de validação. 
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Conclusões 
 
A avaliação de características fenotípicas através da abordagem de modelos 
mistos permitiu encontrar estimativas dos parâmetros genéticos com eficiência. As duas 
famílias de cana-de-açúcar avaliadas no Capítulo 1 apresentaram resultados distintos para as 
estruturas de variâncias e covariâncias genéticas selecionadas para cada característica, 
refletindo a complexidade das interações entre os ambientes e as características. Os modelos 
mistos utilizados para estimar os parâmetros genéticos podem ser testados em progênies de 
cana-de-açúcar de programas de melhoramento a fim de aumentar a eficiência dos processos 
de seleção. Além disso, o modelo misto linear generalizado utilizado na análise dos dados de 
severidade à ferrugem marrom pode ser utilizado pelos programas de melhoramento a fim de 
classificar os clones em níveis de probabilidade de suscetibilidade e/ou resistência.  
A utilização de marcadores oriundos do protocolo de GBS, juntamente com 
marcadores baseados em gel, permitiu a obtenção de um mapa genético integrado com uma 
elevada densidade de marcadores e mostrou grande potencial para mapeamento de QTLs em 
cana-de-açúcar. A verificação e predição de genes candidatos para os QTLs mapeados 
mostrou ser importante para novas linhas de raciocínio sobre as complexas relações entre 
fenótipo e genótipo. Estudos mais detalhados são necessários para estabelecer os reais efeitos 
dos genes envolvidos com o fenótipo. Em adição, ainda são necessárias estratégias e 
ferramentas estatísticas capazes de incluir marcadores em múltiplas doses nos mapas 
genéticos de poliploides com o intuito de ligar os marcadores em dose única que estão 
“pulverizados” pelos vários cromossomos e promover eficiente mapeamento de genes que não 
são amostrados pela cobertura insuficiente do genoma.  
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Perspectivas 
 
Esta tese contribui para aumentar o conhecimento sobre análises fenotípicas de 
características importantes em cana-de-açúcar e também sobre a utilização de marcadores 
identificados a partir de dados de GBS para construção de mapa genético e realização do 
mapeamento de QTLs. Com os dados obtidos nesta tese ainda deveremos trabalhar para a 
validação dos genes candidatos preditos que estão na região dos QTLs identificados. Assim, 
poderemos estudar de foma mais detalhada as possíveis vias metabólicas e redes regulatórias 
que estão ativas, e relacioná-las com o aumento ou diminuição da produtividade. Além disso, 
poderemos identificar potenciais marcadores para estudos de seleção assistida. 
O estudo genético da cana-de-açúcar é um constante desafio visto que ainda 
caminhamos para encontrar as melhores metodologias de obtenção e de análises de dados 
genômicos e fenotípicos. Nosso grupo de pesquisa tem dedicado esforços para contribuir com 
o entendimento do complexo genoma da cana-de-açúcar. O desenvolvimento de técnicas da 
biologia molecular, como o GBS, e de ferramentas estatísticas, como o software 
SUPERMASSA,  promovem cada vez mais a possibilidade de identificarmos regiões 
genômicas controladoras de características fenotípicas importantes. A associação de formas 
alélicas nas suas diferentes dosagens com níveis de expressão fenotípica e, também, a seleção 
genômica são objetivos almejados para o futuro e que poderão contribuir sobremaneira para 
aumentar a produtividade dos canaviais.  
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